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Zur Kenntnis der Aciditatsbedingungen der enzymatischen 
Rohrzuckerspaltung. 


Zebnte Mitteilungs tiber die Affinititsverhiltnisse de 


Saccharase. 


Hans vy. Euler und Karl Josephson. 
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Theoretischer Teil. 

Nachdem durch die ausgezeichneten Untersuchungen von 
S. P. L. Sérensen*) die ausschlaggebende Bedeutung der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Wirksamkeit der Enzyme fest- 
gestellt worden war, hatte L. Michaelis eine Theorie iiber 
die elektrochemische Natur der Knzyme zur Erklirung dieses 
Aciditiitseinflusses aufgestellt. Nach dieser Theorie waren die 
Enzyme als Elektrolyte zu betrachten, welche saure und ba- 
sische (amphotere) Kigenschaften haben und welche somit in 
wiiBriger Lésung eine nach dem Massenwirkungsgesetz geregelte 
Dissoziation als Siuren und Basen (Ampholyte) zeigen. 

Beziiglich des in der vorliegenden Hinsicht bestunter- 
suchten Knzyms, niimlich die Saccharase der Kulturhefen, 
hatten L. Michaelis und H. Davidsohn*) die Annahme ¢e- 
macht, daB nur diejenigen Molekiile des Enzyms, welche nicht 
dissoziiert sind, die spezifischen katalytischen Wirkungen der 
Saccharase ausiiben. Nachdem in der spiteren Mitteilung von 


1) 8. Mitt., Diese Zs. Bd. 153, 8. 10 (1926): 9. Mitt., Diese Zs. Bd. 152, 
S. 254 (1926). 
2) SOrensen, Biochem. Zs. Bd. 21, S. 131 (1909). 


iochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 


») 
) 
) 


3) Michaelis u. Davidsohn, ] 
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L. Michaelis und M. Menten?) die Annahme, da® fiir die 
Geschwindigkeit der enzymatischen Rohrzuckerspaltung nur 
die durch das Massenwirkungsgesetz bestimmte Konzentration 
der spezifischen Saccharase—Rohrzuckerverbindungen maBbgebend 
sind, eingefiihrt worden war, wurde die urspriingliche Theorie 
teils in einer Mitteilung von Michaelis?), teils in einer Mit- 
teilung von Michaelis und M. Rothstein’) modifiziert. Dabei 
wurde die Theorie schlieBlich in folgender Weise formuliert: 
,lnvertase verbindet sich mit Rohrzucker zu einer Verbindung, 
welche éine Siure ist. Die undissoziierten Molekiile dieser 
Saiure zerfallen spontan in monomolekularen Reaktionen. Der 
Farameter der Geschwindigkeits-p,,-Kurve ist die Siuredisso- 
ziationskonstante dieser Saccharose—Invertaseverbindung.“ Der 
von Michaelis in dieser Weise ermittelte Wert der Siure- 
dissoziationskonstante der Enzym—Substratverbindung 
betrug nach dem Verlauf der Aktivitits-p,,-Kurve der Saccha- 
rasewirkung 
K, = etwa 3-107%. 

Obwohl die experimentellen Untersuchungen iiber Adsorp- 
tion des Invertins durch saure und basische Adsorptionsmittel 
und iiber die Wanderung des Invertins im elektrischen Feld, 
welche zur Priifung der Theorie iiber die amphoteren Eigen- 
schaften der Saccharase von Michaelis angestellt wurden, 
wegen des sehr gro8en Gehalts der damals angewandten Enzym- 
lésungen an Verunreinigungen zu endgiiltigen SchluBfolgerungen 
nicht anwendbar waren, waren doch die theoretischen Grund- 
lagen der Michaelisschen Theorie besonders wertvoll zur 
Deutung des Aciditatseinflusses auf die Wirksamkeit der Sac- 
charase. Besonders starke Stiitzen schien diese Theorie zu 
erhalten, nachdem einerseits durch Untersuchungen von Euler 
und Myrbick*) wie von Willstitter, Graser und R. Kuhn) 





1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 333 (1913). 

*) Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 91 (1914). 

3) Michaelis u. Rothstein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 

4) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 120, S. 61 (1922). 

5) Willstatter, Graser u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, S.1 und 
zwar S. 60 (1922). 
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gezeigt wurde, daB die Aktivitits-p,-Kurve der Saccharase- 
wirkung bei Steigerung des Reinheitsgrades des Enzyms un- 
verindert blieb, andererseits von Euler und Josephson!) nach- 
gewiesen wurde, daf gereinigte Enzympraparate tatsichlich 
amphotere Kigenschaften besitzen, welche sich durch Bindungs- 
vermégen von Siiuren und Basen iiuBern. Sogar der ermittelte 
wahrscheinlichste Wert der Dissoziationskonstante des Knzyms 
wies mit dem Michaelisschen theoretischen Wert eine be- 
merkenswerte Ubereinstimmung auf. 

Durch das Studium der Aktivitits-[$]-Kurven der Saccha- 
rasewirkung bei wechselnder Aciditat war R. Kuhn’) zum Er- 
gebnis gekommen, daf ,,die Theorie der elektrolytischen Disso- 
ziation der Fermente auch in ihrer durch Michaelis und 
Rothstein modifizierten Fassung den Tatsachen der Invertin- 
wirkung nicht gerecht zu werden vermag und Kulin zog 
weiter die folgenden theoretischen SchluBfolgerungen: ,,Das 
Gleichgewicht zwischen Enzym und Zucker ist unabhiingig 
von der Wasserstoffzahl. Die Wasserstoffionen bestimmen die 
Zerfallsgeschwindigkeit des Saccharase—Saccharosekomplexes.“ 

Allerdings konnten Euler, Josephson und Myrbick®) 
den theoretischen Beweis fiir die Unzulissigkeit der Kuhn- 
schen SchluBfolgerungen liefern, wenn die Salzbildung von 
sowohl der Enzym—Substratverbindung wie der freien Saccha- 
rase beriicksichtigt werden. In der Theorie von Euler, Jo- 
sephson und Myrback werden also die folgenden Molekiil- 
arten in einer Lésung enthaltend Rohrzucker, Saccharase und 
Wasserstoffionen in Betracht gezogen: 

HES = undissoziierte Enzym—Substratverbindung, 

ES = Anionen der obigen Verbindung, 

HE = undissoziierte freie Saccharase, 

FE = Anionen der freien Saccharase, 

H = Wasserstoffionen, 


S = Rohrzucker. Die saure oder basische Dissoziation desselben 
wurde vernachlissigt. 


1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 

*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 8S. 28 und zwar S. 44 (1923). 

3) Euler, Josephson u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 134, S. 39 (1924). 
1* 
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Es wurden weiter die folgenden Dissoziationskonstanten 
eingefiihrt: 


K,, = Dissoziationskonstante der Enzym—Substratverbindung, 

K',, = Dissoziationskonstante der Enzymanionen-Substratverbindung, 
K, = saure Dissoziationskonstante des Enzym-Substrats, 

K!, = saure Dissoziationskonstante des Enzyms. 

Wenn wir mit \ die Gesamtkonzentration des Knzyms 
in Lésung bezeichnen, laBt sich die Konzentration der nach 
der Theorie reaktionsvermittelnden Molekiilart nach der fol- 
genden Formel berechnen: 7 
(H]-[S 
poe) ee (H}-[S] + Ki5] ear + Kmkiy 

Diese Formel 1a8t sich unter der Annahme K, = A‘, in 
folgender Weise umschreiben?): 

. Hy) 8 
[HES] = S- ee aati . 2) 

Nach dieser Formel lassen sich also die Aktivitits-[.$]- 
Kurven bei konstant gehaltener [H] und die Aktivitits-p,- 
Kurven bei konstant gehaltener [S] naher untersuchen. 

Es wurde in der Arbeit von Euler, Josephson und 
Myrback gezeigt, daB durch die entwickelte Formel, welche 


natiirlich nur den alkalischen Ast der p,-Kurve betrifft, die 


(1) 





.experimentelle Aktivitits-p,-Kurve der Saccharase- und Raffi- 


nasewirkung sich vollkommen beschreiben laBt. 

Bei Priifung der Theorie an der 8-Glucosidase des Emulsins 
in einer Arbeit von K. Josephson!) wurde gezeigt, daB die- 
selbe Formel auch bei diesem Enzym anwendbar ist. 

Die Voraussetzungen der Theorie schlieBen sich also an 
die von Michaelis und Davidsohn gemachten, von Micha- 
elis und Rothstein modifizierten Formulierungen der Aci- 
ditiitsfunktion der Saccharasewirksamkeit an, und sind gewisser- 
maBen eine Kombination der beiden von Michaelis vor- 
geschlagenen Ansitze. 

Das Ergebnis der erwahnten Arbeit, in Verbindung mit 
der Tatsache, daB im betreffenden p,,-Gebiet Ky von der Aciditat 
wenigstens nahe unabhingig ist, zeigt also, daB in diesem 





1) Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S. 1 und zwar S. 84 (1925). 
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Py-Gebiet die Bindung Enzym-Substrat durch die 
Salzbildung des Enzyms scheinbar nicht beeinflubt 
wird. Nun hatte K. Josephson’) festgestellt, dab im sauren 
Gebiet Ay eine solche Unabhingigkeit von der Aciditaét nicht 
besitzt, sondern daB vielmehr die Werte von Ay immer 
kleiner werden, je mehr man sich vom Optimum der 
Saccharasewirkung nach der stark sauren Seite ver- 
schiebt. Die folgende Tabelle gibt das Resultat dieser Affinitats- 
messungen wieder: 


Tabelle 1. 











ke 
Pr ‘hi 
4.5 54 
2.77 35 
2,68 22 


Wegen dieser Affinititsverminderung im sauren Gebiet 
ist also die Aktivitats-p,-Kurve auf der sauren Seite von der 
Substratkonzentration abhingig im Gegensatz zu der alka- 
lischen Seite, wo ja, wie erwahnt wurde, eine solche Ab- 
hingigkeit nicht konstatiert ist. 

Es wurde weiter in derselben Arbeit die Abhingigkeit 
der Hemmung der Saccharasewirkung durch Fructose und 
Glucose von der Aciditaét untersucht. Die Ergebnisse waren, 
daB wihrend Glucose beim p,,-Optimum der Saccharasewirkung 
die gré8te Hemmung der Geschwindigkeit der Rohrzucker- 
spaltung zeigte mit auf beiden Seiten vom p,,-Optimum ver- 
kleinerter Hemmung (Affinitit), war die Hemmung durch 
Fructose am gréBten im mehr alkalischen Gebiet und ver- 
minderte sich bei Steigerung der Aciditét. Wenn nun die 
Affinitit zu Rohrzucker als zusammengesetzt aus den Teil- 
affinititen zu den in den Rohrzucker eingehenden Fructose- und 
Glucoseresten betrachtet werden kann, so ist also aus dem ver- 
schiedenen Verhalten der beiden Spaltungsprodukte des Rohr- 
zuckers die SchluB8folgerung zu ziehen, daB die Affinitit 
zwischen der Saccharase und Rohrzucker im alkalischen Gebiet 


1) Josephson, Diese Zs. Bd. 134, 8. 50 (1924). 
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von der Aciditit in kleinerem Betrage als im sauren Gebiet 
abhingen muf.') Das ist aber gerade das Ergebnis der 
experimentellen Untersuchungen iiber die p,-Abhingigkeit der 
Affinitiitskonstante Ay fir Rohrzucker—Saccharase. 

Die in der erwaihnten Arbeit angefiihrten Versuche waren 
aber zu wenige um eine nihere quantitative Priifung des Ver- 
haltens der drei Zucker, Rohrzucker, Fructose und Glucose, zu 
Saccharase bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
zu erlauben. Wir haben deshalb das Thema nochmals aut- 
genommen, das uns um so wichtiger schien, da es unserer 
Meinung nach nicht ausgeschlossen war, dafi in dieser Weise 
neue Gesichtspunkte auf die Acidititsbedingungen bei der 
enzymatischen Spaltung des Rohrzuckers und auf andere 
Iinzymreaktionen erhalten werden. 

Die in dem experimentellen ‘l'eil dieser Mitteilung niher 
beschriebenen Versuche betreffen also die Affinitiit der Saccha- 
rase zu Rohrzucker, Fructose und Glucose und ihre Ab- 
hingigkeit von der Aciditiit; durch dieselben werden die 
friiheren Befunde bestatigt. Es wurde also wiederholt ge- 
funden, daB die Affinitiit der Saccharase zu Rohrzucker bei 
den hdheren Aciditiiten ziemlich klein ist um bei dem optimalen 
Punkt der Aktivitits-p,-Kurve den héchsten Wert zu erreichen. 
Bei fortgesetzter Verminderung der Aciditat, also beim Ubergang 
zu dem alkalischen Ast der Aciditiitskurve wird die Affinitiit 
zwischen Saccharase und Rohrzucker nicht weiter verindert, 
wenigstens nicht zu experimentell sicher nachweisbaren Be- 
trigen. Die Hemmungsversuche zeigen anderseits, da8 auch bei 
diesem Priparat das verschiedene Verhalten von Fructose und 
Glucose besteht. Die Hemmung durch Fructose ist im sauren 
Gebiet (p,, = 2,7) nur gering, wird aber bei Verminderung der 
Aciditait immer stiirker bemerkbar, um bei dem Neutralpunkt 
bedeutend gréfer als beim optimalen p,, der Saccharase- 
wirkung (p,, = 4,46) zu sein. Die Hemmung durch Glucose 


1) Vel. Euler, Diese Zs. Bd. 143, S. 79 (1925); K. Josephson, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 25 (1925); Diese Zs. Bd. 147, 
S. 1 und zwar S. 74 ff. (1925). 
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ist sowohl am sauren wie am alkalischen Ast der Aktivitiits- 
p,-Kurve geringer als am Optimum. Die gréSite Bindungs- 
fihigkeit des Enzyms fiir Glucose fallt also mit dem 
Optimum der enzymatischen Rohrzuckerspaltung zu- 
sammen. 

In der folgenden Tabelle sind die aus den in den 
Figuren 3—8 graphisch wiedergegebenen Aktivitiits-[ S]-Kurven 
bei wechselnder Aciditiit ermittelten Affinitiitskonstanten der 
Saccharase—Rohrzuckerverbindungen, sowie die aus den Hem- 
mungsversuchen nach der Theorie von Michaelis und Menten 
berechneten Affinitiitskonstanten der Fructose— und Glucose- 
Saccharaseverbindungen zusammeigestellt. Die Zahlen fiir 
Fructose und Glucose beziehen sich auf die Gleichgewichts- 
formen dieser Zucker in Loésung.’) 


Tabelle 2. 


Affinitiitskonstanten der Verbindungen zwischen Saccharase, Rohr- 
zucker (A,,), Fructose (A,, ) und Glucose (Aj, ) bei wechselnder Aciditit. 
4 4 1 4149 











Pu | Ky | Ky, Ky , Ky, Ay 
2,75 2,2 | 1.1 2,4 i4 
3,1 st | 38 11,5 22 
4,45 ! 9 6,5 59 32 
5,25 11 | 5.5 61 (32) 
2,9 12.5 } 3,0 38 31 
6,6 3 1,3 17 31 
7,0 15 0.85 13 31 








In der Figur 1 werden die Anderungen der verschiedenen 
Affinitatskonstanten, sowie des Produktes Ay,-Ay, graphisch 
zusammengestellt. Man ersieht aus den verschiedenen Kurven, 
daB die Maxima von Ay,, sowie des Produktes Ky + Ky, bei 
dem Optimum der Saccharasewirkung liegen, wihrend Ay, sich 


) Da fiir dieses Priparat die Hemmung durch die a-Form der 
Glucose etwas niedriger als durch die $-Form war, werden also die 
Werte von Ay, sowie Ay + Ay bei ausschlieBlicher Beriicksichtigung 
der Affinitiit der «-Glucose etwas verkleinert. 
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nahezu geradlinig bei VergréBerung des p,, erhoht. Wir sehen 
auch beim Vergleich der Kurven fir Ky und Ky,-Ky,, dab 
fir das untersuchte Enzympriparat die Beziehung Ky = 
Ky,-Ky, strenge Giiltigkeit nur bei zwei verschiedenen p,,- 
Werten, einem links und einem rechts vom Optimum der 
Saccharasewirkung, besitzt (vgl. FuBnote S. 7). 

Wir wollen noch auf zwei Tatsachen aufmerksam machen, 
deren Bedeutung zur Erklarung der Aciditatsfunktion bei der 
enzymatischen Rohrzuckerspaltung wir aber dahingestellt sein 
lassen. In der Figur 1 sehen wir, daB das Produkt Ay, -Ky,, 





















































Fig. 1. Affinitats-p,-Kurven der Saccharase-Zucker-Verbindungen. 


wie schon erwahnt, seinen héchsten Wert nahe an dem Optimum 
der Saccharasewirkung besitzt. Ein ahnliches Resultat tindet 
man beziiglich Ky, also der Affinitatskonstanten der Glucose— 
Saccharaseverbindung, wie besonders deutlich aus der Figur 2 
zu ersehen ist. In dieser Figur ist die von uns unter An- 
wendung des jetzt untersuchten Priparates mit /f = 320 fest- 
gestellte Aktivitats-p,-Kurve wiedergegeben. Die ge- 
strichelte Kurve stellt aber die Affinitats-p,-Kurve fiir 
das System Glucose—Saccharase dar, indem sie die Anderung 
der Affinitatskonstante der Glucose—Enzymverbindung mit der 
Aciditét wiedergibt. Um den Vergleich mit der Aktivitits- 
p,-Kurve zu erleichtern, sind die Werte der Affinitiits- 
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konstanten mit 10 multipliziert. Wir sehen, daB die Gestalt 
dieser Kurve in der Tat mit der Form der Aktivitits- 
py-Kurve sehr nahe iibereinstimmt. 

Allerdings wollen wir noch dazu bemerken, da’ wahr- 
scheinlich die freien einfachen Zuckerarten, Fructose und Glucose, 
eine andere Affinitatsinderung mit der Aciditit zeigen, als die 
in den Rohrzucker eingehenden Zuckerkomponenten. Bei den 
freien Zuckern muB man namlich noch mit einer eventuellen 



























































Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen den verschiedenen 
Formen der Zucker rechnen, sowie mit einer abweichenden 
Anderung der Affinitit bei Salzbildung an Enzym und 
Substrat. 

Diese Fragen treten auch bei anderen Enzymen auf, und 
wir werden deshalb auf sie noch in anderem Zusammenhange 
nach weiterer experimenteller Durchforschung des Erepsins 
zuriickkommen. Hier sind niamlich die bei den zucker- 
spaltenden Enzymen wegen der Existenz der verschiedenen 
Formen der Zucker auftretenden Schwierigkeiten geringer. 
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Unter Beriicksichtigung des bis jetzt vorliegenden Tat- 
sachenmaterials, besonders betreffs der Unabhingigkeit des 
alkalischen Astes der Aktivitats-p,-Kurve der Saccharase von 
der Konzentration des Substrats, sowie von der Natur des- 
selben (Rohrzucker und Raffinose; beziiglich des §,h-Methyl- 
fructosids miissen neue Versuche angestellt werden) wollen wir 
aber in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Berechnungen 
iiber diesen Teil der Aktivitats-p,-Kurve die folgende Vor- 
stellung als die wahrscheinlichste betrachten. Die Konzen- 
tration der reaktionsvermittelnden Molekiile (undissociierten HHS) 
im alkalischen Ast der p,-Kurve 1iBt sich nach den Formeln (1) 
bzw. (2) berechnen. 

Diese Annahme liBt sich weiter in folgender Weise priizi- 
sieren. Das Vermégen der Molekiile H#S, als die einzigen 
reaktionsvermittelnden Molekiile aufzutreten, liegt darin, daB 
der AcidititseinfluB in diesem Gebiet nicht an den substrat- 
bindenden Gruppen, sondern an einem anderen Teile des KEnzyms 
statthat, und zwar gerade an derjenigen (sauren) Gruppe, welche 
die Spaltung des Rohrzuckers vermittelt und also die Form 
der Aciditiitskurve bedingt. Durch die Salzbildung an dieser 
spaltenden Gruppe geht aber die Aktivitit reversibel zuriick.') 

Beziiglich des sauren Astes der Acidititskurve haben sich 
die friheren Ergebnisse von Josephson vollkommen bestitigt, 
nimlich daB die Affinitatsinderung im sauren Gebiet die 
ausschlaggebende Rolle beziiglich des Verlaufs der Aciditiits- 
kurve spielt. In diesem Gebiet tritt also nach unserer Ansicht 
zwar eyventuell eine gewisse Anderung an der spaltenden 
Gruppe ein, aber die Aktivitétsverminderung beruht im wesent- 
lichen auf der Anderung der (Salzbildung an den basischen?) 
substratbindenden Gruppen des EKnzyms. 

Wir wollen auch hier eine Rechnung anstellen, um zu 
“untersuchen, ob diese Affinitiitsverminderung allein die Herab- 
setzung des Inversionsvermégens in dem vorliegenden sauren 
p,,-Gebiet erkliiren kann. Wir berechnen also einfach die Kon- 


1) Vgl. Diese Zs. Bd. 134, 8S. 39 und zwar 8. 49 (1924); Diese Zs. 
Bd. 133, S. 279 (1924). 
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zentration der KEnzym—Substratverbindung nach der einfachen 
Gleichung 


(Enzymsubstrat! 


(Enzym| - {Substrat] 


M * \ vo } 





Wenn wir also die Totalkonzentration der Saccharase mit > 
und die der Saccharase—Rohrzuckerverbindung mit [X} se- 
zeichnen, soll die obige Gleichung lauten 


Hieraus ergibt sich 


pas ° S 


Die folgende Tabelle 3 enthalt den Vergleich zwischen 
den nach dieser Formel zu berechnenden relativen Reaktions- 
geschwindigkeiten bei einer Konzentration des Rohrzuckers 
von 0,12 m. und der in der Figur 2 angegebenen experimentellen 
Aktivitiits-p,,-Kurve. 


Tabelle 3. 


Vergleich der theoretisechen und experimentellen Aktivitits-p,,;-Kurven 
im sauren Gebiet. 














Relative Inversions- 
in ie rx1/ >. 100 geschwindigkeit 
i = = . 
theoretisch | experimentel! 

4,45 32 79.5 100 100 
i “a ‘ 

3,1 22 (2,5 91 85 
2,75 14 63 79 63 





Wie in der friiheren Mitteilung von Josephson finden 
wir auch jetzt, daB die experimentelle Kurve einen etwas 
steileren Verlauf als die theoretische Kurve zeigt. Die Ver- 
schiedenheiten zwischen den theoretischen und experimentellen 
Kurven ist allerdings kaum gréfer, als daB sie durch die 
Unsicherheiten in den angewandten Werten von Ay und in 
der experimentellen p,-Kurve erklart werden kénnten. 
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Experimenteller Teil. 


Die neuen Versuche iiber den Einflu®8 der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf die Wirksamkeit der Saccharase, welche 
hier beschiieben werden, beziehen sich teils auf die Affinitiit 
des Enzyms zum Substrat Rohrzucker, teils auf die Affinitat 
des Enzyms zu den Spaltungsprodukten des Rohrzuckers Fruc- 
tose und Glucose. 

Als Enzymmaterial diente ein Priparat mit Jf = 320, 
welches durch Alkoholfallung, Adsorption an Kaolin und Ton- 
erde aus einem Autolysat, gewonnen aus unvorbehandelter 
H-Hefe, gereinigt worden war. 

Bei simtlichen Versuchen betrug das Totalvolumen der 
Reaktionsmischungen 50 ccm. Die verschiedenen gewiinschten 
Acidititen wurden durch Mischungen von primairem Kalium- 
phosphat mit sekundarem Natriumphosphat bzw. mit Phosphor- 
siure (bel p,, < 4,4) eingestellt. Die Konzentration des Puffers 
betrug 0,12m. Eine so groBe Pufferkonzentration wurde ge- 
wahlt, um bei den Hemmungsversuchen mit Glucose bzw. Fruc- 
tose die p,,-Verschiebung méglichst zu unterdriicken. Trotzdem 
kam es vor, daB im alkalischen Gebiet bei den ersten Ver- 
suchen p,-Verschiebungen von 0,05—0,1 p,,-EKinheiten beim 
Zusatz des hemmenden Zuckers eintraten. Da in diesem Ge- 
biet auch durch eine sehr geringe p,,-Verschiebung die Er- 
gebnisse der Hemmungsversuche beeinfluBt werden, wurden 
die Versuche neu angesetzt, wobei in den Hemmungsversuchen 
die Puffer um 0,05—0,10 p,,-Einheiten alkalischer als bei den 
Versuchen ohne Hemmung gewahlt wurden. In dieser Weise 
konnten bei allen vergleichenden Versuchen innerhalb der 
Grenze der Versuchstehler der elektrometrischen p,,-Bestimmung 
dieselbe Aciditit aufrechterhalten werden. Bei samtlichen 
diesen Versuchen wurde also die Aciditat im Reaktionsgemisch 
elektrometrisch gemessen. Die gemessenen p,,-Werte sind bei 
den einzelnen Versuchen angegeben. 

Die Reaktionsmischungen befanden sich in einem elektrisch 
erhitzten Thermostaten von der Temperatur 25,00° + 0,05°. 
Die Unterbrechung der Reaktion und Ausschaltung der Muta- 
rotation geschah durch Einpipettieren der Proben in 5°/) iger 
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Sodalésung. Bei der Polarisation, welche bei Zimmertemperatur 
ausgetiihrt wurde, kam ein 2-dm-Rohr zur Verwendung. Als 
Lichtquelle diente das durch ein Bichromatfilter filtrierte Licht 
einer Quecksilber-Quarzlampe. 

Simtliche Hemmungsversuche beziehen sich auf die in den 
Lésungen vorhandenen Gleichgewichtsformen der Hexosen. 


Die Affinitat der Saccharase zu Rohrzucker bei wechselnder 
Aciditat. 

Beziiglich der Berechnungen iiber die Dissoziations- und 

Affinitatskonstanten der Saccharase—Rohrzuckerverbindungen 


Tabelle 4. 
Spaltung des Rohrzuckers bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Pu = 2,77. Affinitiit zu Rohrzucker. A,, = 0,070. Ay, = 14. 








Konzentration Relative 
pe nee ii Naas Drehungs- Spaltungs- 
~ seca ee iinderung reschwindig- 
Rohrzuckers “ P keit . 
0,237 m. 0 (5,36) — 40) 
0,5 | 5,34 a 
16 4,70 0,66 
22 4,37 0,99 
39 4,04 1,32 
0,119 m. 0 (2,70) - 33,5 
0,5 2,68 — 
16 2,11 0,59 
22 1,90 0,80 
3 1.63 1,07 
0,069 m. 0 (1,57) —_ 25 
0,5 1,56 ai 
16 L338 0,44 
22 0,97 0,60 
30 0,83 0,74 
0,046 m. 0 (1,03) — 20 
0,5 1,02 _ 
12 0,76 0,27 
18 0,65 0.38 
24 0,53 0,50 
0,023 m. 0 (0,51) _- 11 
0,5 0,50 woes 
12 0,37 0,14 
18 0,30 0,21 
24 0,25 0,26 
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kénnen wir auf die friiheren Arbeiten aus diesem Laboratorium 
iiber die Affinititsverhiltnisse der Saccharase?) sowie auf die 
Arbeit von K. Josephson?) iiber die $-Glucosidase des 
Emulsins hinweisen. In der letzterwihnten Arbeit wurden 
auch die theoretischen Grundlagen fiir die Berechnung der 


Tabelle 5. 


Spaltung des Rohrzuckers bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Pu = 3,10. Affinitéit zu Rohrzucker. A,, = 0,046. Ay, = 22. 





i, onzentration on a 
des Minuten Drehung nd — , a onl 
Rohrzuckers anderung a 1g- 
elt 
0,236 m. 0 (5,33) _ 40 
0,5 5,30 . 
10 4,82 0,51 
15 4,56 0,77 
20 4,30 1,03 
0,119 m. 0 (2,70) ee 39 
0,5 2.67 is 
10 2,20 0,50 
19 1,95 0,75 
20 1,72 0.98 
0,069 m. 0 (1,58) Be 99 
0,5 1,56 es 
10 1,16 0,42 
15 0,98 0,60 
20 0,80 0,78 
0,046 m. 0 (1,03) on 25 
0,5 1,02 com 
8 0,77 0,26 
12 0,66 0,37 
16 0,55 0,48 
0,024 m. 0 (0,53) anes 15 
0,5 0,52 _— 
8 0,37 0,16 
12 0,30 0,23 
16 0,22 0,31 














’) Siehe besonders K. Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 
(1924). 
*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S. 1 und zwar S. 48ff. 
(1925). 
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Gleichgewichtskonstanten des Systems Enzym—Substrat niiher 
erértert und die Kritik von S. G. Hedin?) erledigt.*) 


Tabelle 6. 


Spaltung des Rohrzuckers bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Pu =~ 4,45. Affinitéit zu Rohrzucker. K,, = 0,031. Ky = 382. 





§ . 
K onzentration a rn ao 
des Minuten Drehung eect ice 
ae ae iinderung geschwindig- 
keit 
0,236 m. if) (5,34) — 40 
0,5 9,31 — 
10 4,74 0,60 
15 4,42 0,92 
20 4,15 1,19 
0,115 m. 0 (2,68) — 39 
0,5 2,65 — 
10 2.09 0,59 
15 1,78 0,90 
20 1,52 1,16 
0,059 m, 0 (1,33) — 34 
0,5 1,30 — 
10 0,82 0,51 
15 0,58 0,75 
20 0,37 0,96 
0,046 m. 0 (1,04) soy 31 
0,5 1,02 = 
8 0,66 0,38 
12 0,49 0,55 
16 0,32 0,72 
0,023 m. 0 (0,52 - 21 
0,5 0,50 ae 
. 0,26 0,26 
12 0,15 0,37 
16 0,06 0,46 














Bei der Berechnung wurden also die aus den experimen- 
tellen Versuchsdaten graphisch konstruierten Aktivitits-[$]- 
Kurven zur Ermittelung der wahrscheinlichsten Werte der 
Dissoziationskonstanten (X,,) und ihrer reziproken Werte Ky 


1) 8. G. Hedin, Diese Zs. Bd. 146, S. 122 (1925). —O. Hammarsten, 
Lehrbuch der physiologischen Chemie, 10. Aufl. 1926, S. 45. 

*) Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S. 1 und zwar S. 55 (1925). Vel. 
hierzu die abnlichen Ausfiihrungen iiber dasselbe Thema, die neuerdings 
L. Michaelis mitgeteilt hat (Diese Zs. Bd. 152, S. 183 [1926)). 
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benutzt. Aus dem Verlauf dieser Kurven, welche in den 
Fig. 3—8 wiedergegeben sind, wurde durch Probieren die 
theoretische Maximalgeschwindigkeit (bei dissoziationsfreier 
Bindung zwischen Enzym und Substrat) ausgewihlt, an welche 
sich die Aktivitits-[$]-Kurve asymptotisch nahern sollte, wenn 
bei héheren Substratkonzentrationen Abweichungen, bedingt 
durch Anderung der osmotischen Verhiiltnisse und Hemmungs- 
erscheinungen, nicht vorhanden wiren. Die in den Figuren 
besonders markierten Punkte der Kurven, wo die halbe theo- 
retische Maximalgeschwindigkeit gefunden wurde, entspricht 
also die Substratkonzentration, welche nach L. Michaelis als 


Tabelle 7. 


Spaltung des Rohrzuckers bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Pp = 5,87. Affinitit zu Rohrzucker. K,, = 0,032. Ay, = 31. 














monmenteation ' Drehungs- ca. 
R Pees k wemaaeen pang inderung | geschwindig- 
ohrzuckers keit 
0,235 m. 0 (5,32) — 40 
0,5 5,30 ~ 
10 4,86 0,46 
15 4,60 0,72 
20 4,38 0,94 
0,119 m. 0 (2,69) te 39 
0,5 2,67 _ 
10 2,24 0,45 
15 1,98 0,71 
20 ee 0,92 
0,068 m. 0 (1,57) —_ 33 
0,5 1,55 — 
10 1,18 0,39 
15 0,98 0,59 
20 0,79 0,78 
0,047 m. 0 (1,06) — 30 
0,5 1,04 - 
. 0,77 0,29 
12 0,63 0,43 
16 0,49 0,57 
0,023 m. 0 (0,51) — 19 
0,5 0,50 — 
8 0,34 0,17 
12 0,23 0,28 
16 0,15 0,36 
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Dissoziationskonstante der Enzym—Substratverbindung betrachtet 
werden kann. 

Bei der Betrachtung der verschiedenen Aktivitits-[S}- 
Kurven sehen wir, daB die Kurven bei p, = 2,77 bzw. 3,1 
(Fig. 3 und 4) eine deutlich andere Gestalt haben als dic 
Kurve beim optimalen p,, der Saccharasewirkung (p, = 4,49; 
Fig. 5). Im sauren Gebiet beginnen also die Kurven schon 
bei verhaltnismiBig hohen Substratkonzentrationen ziemlich 
rasch zu sinken. Bei p,, = 2,77 wurde also die besprochene 
halbe theoretische Wirksamkeit bei einer Substratkonzentration 


Tabelle 8. 


Spaltung des Rohrzuckers bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Py = 6,58. Affinitiit zu Rohrzucker. A,, = 0,082. Ay = 31. 








Konzentration , Relative 
des Minuten Drehung Drehungs- Spaltungs- 
me : : ” ‘inderung |geschwindig- 
Rohrzuckers he 
0,234 m. 0) (5,30) — 40 
0,95 5,29 — 
1d 4,91 0,39 
25 4,63 0,67 
30 1.53 0,77 
0,117 m. 0 (2,64) -— 38 
0,5 2? 63 — 
ko 2.26 0.38 
25 2,00 0,64 
30 1,91 0,73 
0,069 m. 0 (1,56 — 34 
0.5 1,53 — 
13 1,26 0,30 
18 1,16 0,40 
25 1,01 0,55 
0,045 m. 0 (1,02) — 28 
0,5 1,01 nas 
13 0,77 0,25 
18 0,70 0,32 
25 0,54 0,48 
0,022 m. 0 (0,50) — 21 
0,5 0,49 a 
13 0,31 0,19 
18 0,23 0,27 
25 0.16 0,34 
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Rohrzuckerkonzentration 
Fig. 4, Py = 3,10. 


konstanten der Enzym—Substratverbindung bei dieser Aciditit. 
Der reziproke Wert, die Affinititskonstante Ay ist also bei 
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Py = 2,77 rund 14. Die entsprechenden Werte bei einer 
Wasserstoffionenkonzentration, entsprechend p,, = 3,1, wurden 
zu K, = 0,046 bzw. Ay = 22 geschitzt. 

Der Wert der Affinitiitskonstante der Saccharase--Rohr- 
zuckerverbindung bei der optimalen Aciditaét der Saccharase- 
wirkung (p,, = 4,46) wurde zu 32 ermittelt (A,, = 0,031). Die 
Affinitat des jetzt untersuchten Priparates aus unserer H-Hefe 
zu Rohrzucker wurde also deutlich geringer als bei friiheren 
Praiparaten gefunden. Vor 2—3 Jahren hatten verschiedene 
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Priiparate Ay, = etwa 50 (A, = rund 0,02) ergeben. Fir das 
jetzt untersuchte Priparat ist also die Affinitat zu Rohrzucker 
wieder von iihnlicher GréBe wie bei den vor laingerer Zeit von 
Kuler und Laurin?) untersuchten Priaparaten. Nach den 
Messungen Laurins wurde nimlich A, = 0,026 (Ay, = 38) 
berechnet.”) 

Gehen wir von der optimalen Aciditit der Saccharase- 
wirkung zum alkalischen Ast der Aktivitiats p,-Kurve iiber, so 


') Euler und Laurin, Diese Zs. Bd. 110, S. 55 (1920). 

2) Vergleiche hierzu unsere Ergebnisse itiber den EinfluB der Hefen- 
vorbehandlung auf die Affinitiitskonstanten der Saccharase, Diese Zs. 
Bd. 152, S. 66 (1926); Bd. 153, S. 10 (1926). 
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finden wir, in Bestitigung der ilteren Arbeiten, keine be- 
merkenswerte Anderung im Verlauf der Aktivitiits-[$]-Kurven. 
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Aus den Fig. 6—8 laBt sich nimlich das Resultat entnehmen, 
daB die letzteren Kurven bei p,, = 5,9, 6,58 und 7,03 sehr 


re 
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nahe denselben Verlauf haben als bei p, = 4,46. Die Dis- 
soziations- bzw. Affinititskonstanten der Rohrzucker—Enzym- 
verbindungen wurden nimlich bei diesen drei Punkten der 
Aciditaétskurve zu A, = 0,032 und Ay = 31 berechnet. Am 
alkalischen Ast der Acidititskurve der Saccharase ist also das 
scheinbare Gleichgewicht zwischen Saccharase und Rohrzucker 
von der Aciditét unabhiangig. 
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Fig. &. 7.08. 
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Tabelle 9. 
Spaltung des Rohrzuckers bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Pu = 7,03. Affinitét zu Rohrzucker. A,, = 0,032. Ay, = 31. 





. ; Relative 
Kon zentration : . Drehungs- Spaltungs- 
des Minuten Drehung snd OES. 
a ee ae inderung geschwindig- 
keit 
0,234 m. Q (5,31) — 40 
0,5 5,30 si 
30 4,86 0.45 
40) 4,68 0,63 
50 4.56 0.75 
0,116 m. 0 (2,62) one 38.5 
0,5 2,61 — 
30 } 2,18 0,44 
40) 2,08 0,59 
50 1,93 0,69 























In a ag LR lie MOM rs DF a: Sin tae iia le 








hd 
bo 


Hans v. Euler und Karl Josephson, 


Tabelle 9 (Fortsetzung). 








Konzentration Relative 
des Minuten Drehung Deongr Spaitenge- 
a a inderung | geschwindig- 
keit 
a —— ——— === 
0,069 m. 0 (1,57) — | 33,5 
0,5 1,56 _ 
30 1,20 0,37 
40 1,07 0,50 
50 0,92 0,65 
0,046 m. 0 (1,08) — 28,5 
0,5 1,02 a 
23 | (0,78 0,25 
30 0,70 0,33 
37 0,62 0,41 
0,022 m. 0 (0,50) oe | 29 
0,5 0,50 - 
23 0,31 0,19 
30 0,26 0,24 
37 0,17 0,33 | 











Die Affinitat der Saccharase zu Fructose und Glucose 

bei wechselnder Aciditat. 

Wie bei den Versuchen iiber die Affinitiit der Saccharase 
zu Rohrzucker wurden bei den Hemmungsversuchen mit Fructose 
und Glucose die Anfangsgeschwindigkeiten bei der Rohrzucker- 
spaltung gemessen. Als Maf dieser Anfangsgeschwindigkeiten 
ist einfach die Drehungsiinderung in einer bestimmten Zeit 
sehr brauchbar. Beim Anfang der Reaktion ist nimlich die 
Drehungsainderung sehr nahe proportional der Zeit nach Be- 
ginn der Reaktion. Es bietet also keine Vorteile die Reaktions- 
koeffizienten erster Ordnung zu berechnen und diese Koeffi- 
zienten auf Versuchsbeginn zu extrapolieren. 

Aus den so gemessenen Anfangsgeschwindigkeiten bei Ab- 
wesenheit bzw. Anwesenheit des hemmenden Zuckers v, und » 
haben wir dann die Dissoziationskonstanten der Zucker—Saccha- 
raseverbindungen nach der Formel von Michaelis und 
Menten!) berechnet: 


r fF. Me 
An, = 


(S + Km) (0/9 — 1) 





1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 333 (1913). 
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Km, = Dissoziationskonstante der Fructose-—Enzymverbindung (Giu- 
cose-Enzymverbindung’. 
Ky Dissoziationskonstante der Rohrzucker-Enzymverbindung. 
F’ = Konzentration der Fructose (Glucoge). 
S = Konzentration des Substrats. 
v, = Antangsgeschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung bei Abwesen- 


heit von hemmender Substanz. 
v = Anfangsgeschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung bei 
heit von hemmender Substanz (Fructose bzw. Glucose). 


Anwesen- 


Tabelle 10. 


Hemmung der Rohrzuckerspaltung dureh Fructose und Glucose. 

















Pr pe 9 
‘ : - 
Relative 
r : : , Drehungs- | Spaltungs- 
Zuckerkonzentration Min. Drehung |{ . 8 pie, ol 
( iinderung | geschwindig- 
keit 
tohrzucker 0,118 m. 0 (2,66) — 100 
(Dry = 2,75) 0,9 2,65 me 
20 2.13 O,55 
26 1.94 0,72 
34 1,74 0,92 
Rohrzucker 0,118 m. i) 1,04) | —— 85 
Fructose 0,22 m. 0,5 — 1,05 — 
-- ‘) 4s) d ? j 
(PH = 2,75) =U 1,52 U,438 i 
26 — 1,65 0.61 
34 t 80 0,76 | 
| 
Rohrzucker — 0,118 m. 0 (4,72) | --- | 92 
(rlucose 0,22 m. 0,5 4,71 — 
(Dy = 2,74) 20 4,22 | 0,50 | 
26 +06 0,66 
34 3.87 0.85 
ri 


on 2 “TG 
Pu ~~~ welt. 


Berechnung von K,, (A,,,) und Ay, (Ay,,) fir Fructose und Glucose. 
: YL» 














Me / 

Zucker Vy |v 7 | lea Ky, (Ay,,) 
Rohrzucker Am = 0,070 Rise mn -24 
Rohrzucker 0,118 m. cies 1 AR »° 

- 1.18 O45 Pe 
Fructose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,118 m. 1.09 | 0.91 14 
Glucose 0,22 m. | 
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Tabelle 12. 


Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Fructose und Glucose. 

















Pu = 3,1. 
Realative 
Zuckerkonzentration Min. Drehung Drehungs- | Spaltungs- 
iinderung |geschwindig- 
keit 

Rohrzucker 0,118 m. 0 (2,69) _ 100 
(Py: = 3,10) “ds ayes a 

10 2.29 0,40 

15 2.10 0,59 

20 1,93 0,76 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (— 1,06) — | 81 
Fructose 0,22 m. 0,5 — 1,08 — 
( = 3,12) 10 —1,38 0,32 I 
‘in 15 —1,54 0,48 

20 —1,68 0,62 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (4,76) — 84 
Glucose 0,22 m. 0,5 4,74 — 
(py = 3,08 10 4,44 0,32 
sn ili 15 4,25 0,51 

20 4,08 0,66 


Tabelle 13. 


Pr = 3,1. 
Berechnung von A, (4 


Meo! 

















und Ky, (K M,) fiir Fructose und Glucose. 
Zucker j - %o ¥ a (Am,) | Ky, (K M,) 
Rohrzucker — Ky = 0,046 Ky = 22 
Pace ogame | 288 | OT i 
Hobmecker atom | say | ose fa 


Das Resultat der Hemmungsversuche lift sich aus den 
Tabellen 10—23 entnehmen. Die Versuche, welche bei 
p,, = 2,75 ausgefiihrt sind, zeigen, da in diesem sauren Gebiet 
die Hemmung der Saccharasewirkung durch sowohl Fructose 
wie Glucose ziemlich gering ist. Bei Anwesenheit von 0,22 m 
Fructose bzw. Glucose im Reaktionsgemisch wurde namlich 
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Tabelle 14. 


Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Fructose und Glucose. 


























Pur = 4,45. 
Relative 
r . . ae Ss {rS- 
Zuckerkonzentration Min. Drehung Drehungs paltungs 
inderung | geschwindig- 
‘ keit 
Rohrzucker = 0,118 m. 0 (2,67) — 100 
(Di oo 4,46) ; 0,5 2,64 ‘ers 
r 10 | 2.08 0,59 
15 1,78 0,89 
20) 1,51 1,16 
Rohrzucker 0,118 m. 0 | (—1,03) — 70 
Fructose 022m. | 0,5 — 1,05 — 
(Py = 4,44) | 10 —145 | 0,42 
15 — 1,65 0.62 
20 —1,84 0,81 
| 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (4,72) _ 77 
Glucose 0,22 m. 0,5 4,70 _— 
(py = 4,45) 10 4,28 0,44 
15 4,03 0,69 
| 20 | 3,83 | 0,89 | 
Tabelle 15. 
Pu = 4,45. 
Berechnung von K,, (k,,) und Ay, (Ay, ) fiir Fructose und Glucose. 
~ by Me 
} a + - 
Zucker v, | — k.,, (A...) K M, (Ay, ) 
, : a | 
Rohrzucker ~~ kK, = 0,031 Ky = 32 
Rohrzucker 0,118m. | 
| 1,43 0,11 , 9 
Fructose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,118 m , 
: 30 mE H 
Glucose 0,22 m. Lo 0,19 6,5 





bei Anwendung von 0,12 m Rohrzuckerlésung 85 bzw. 92° , 
von der Reaktionsgeschwindigkeit bei Abwesenheit von hemmen- 
den Zuckerarten gefunden. Wenn wir die bei dieser Aciditiit 
ermittelte Dissoziationskonstante der Rohrzucker—Saccharase- 
verbindung nimlich K, = 0,07 bei der Berechnung von X,,, fiir 
Fructose und KX,,, fiir Glucose zugrunde legen, finden wir die 
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Tabelle 16. 





Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Fructose und Glucose. 


Pr = 9,20. 





Zuckerkonzentration 


Rohrzucker 
(Pr = 5,25) 


Rohrzucker 
Fructose 


(py = 5,25) 


Rohrzucker 
Glueose 


(Py = 5,24) 


0,118 m. 


0,118 m. 
0,22 m. 


0,118 m. 
0,22 m. 





, a { Y \ 
Berechnung von X,, (A, ) 





(2,69) 
2,66 
2,12 
1,86 
1.59 


(— 1,00) 
—1,02 


~_— 


CO me ee 
Dw W-1 +] 
Oow oe 


Tabelle 17. 


und Ky, (Ay,,) fiir Fructose und Glucose. 


Drehungs- 
inderung 








Relative 


Spaltungs- 
geschwindig- 
keit 


100 


67 


so 





Zucker 
Rohrzucker 
Rohrzucker 0,118 m. 
Fructose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,118 m. 
Glucose 0,22 m. 

in der ‘Tab. 11 
K,., = 0,91. 








(Km = 0,031) 


0,093 


0,18 





A M, (A yy.) 


angegebenen Werte, also A,,, = 0,45 und 


Die Affinitatskonstanten sind also Ay, = 2,2 bzw. 
Ky, = 1,1 und das Produkt Ay,,- Ky, = 2,4. Bei dieser Aciditat 
ist also das erwiihnte Produkt viel geringer als die Affinitits- 
konstante der Rohrzucker—Saccharaseverbindung (Ay, = etwa 14). 





-~J 
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Tabelle 18. 


Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Fructose und Glucose. 
Pur = 5,9. 














Relative 
‘ , ,; Drehungs- | Spaltungs- 
Zuckerkonzentration Min. Drehung | | S SE wae o. 
finderung | Seschwindig- 
keit 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (2,68) | -~ 100 
Pr = 9,90) 0,9 2,66 Kean 
10 222 | 0,49 
15 1,99 0,69 
20 178 | 0,90 
i 
i 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (—1,17) | _ 63 
Fructose 0,22 m. 0.5 —i,Is | — 
Pru = 5,89) 10 —145 | O28 | 
15 — 6 | { 0 $4 { 
20 By i i O58 { 
Rohrzucker 0,118 m. Oo | (4,81) | —- 38 
(G,lucose 0,22 m. 0,5 479 | - 
(pi = 5,89) 10 440 | 041 | 
Bs 4,21 i 0,60 i 
20) 4,02 | 0,79 | 








Berechnung von A, (A,,) und Ay, (Ay, ) fiir Fructose und Glucose. 
m, Me Hy She 





| | eS | Eas 
Zucker ey v | An, (Am,) A M,\“\m, ) 
i 
Rohrzucker — Km = 0,032 Ky = 31 
Rohrzucker 0,118 m. 159 0.080 125 
Fructose 0,22 m. mai = ii 
Rohrzucker 0,118 m. — . 
oe ae 114 | 0.33 3.0 
Glucose 0,22 m. i 








Bei Verminderung der Aciditiit werden die Hemmungen 
durch Fructose und Glucose griBer bis zum p,-Optimum der 
Saccharasewirkung. Die Berechnung der Gleichgewichtskon- 
stanten ergab bei p, =3,1 Ay, =3,7 und Ay,,= 3,1. Das 
Produkt Ay,-Ay, also gleich 11,5, wihrend Aj, zu 22 be- 
stimmt worden war. Das Produkt hat sich also die Affinitits- 
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konstante der Rohrzucker—Saccharaseverbindung angenihert, 

um bei einer etwas geringeren Aciditit mit dieser Konstante 

gleich zu werden. Bei p, = 4,46 ist aber das Produkt 

Ky,+ Ky, schon gréSer als die Konstante Ay. Es ist namlich 
Ky, + Ky, = 9-65 = 59 und Ky = 82. 





Tabelle 20. 


Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Glucose und Fructose. 








| Pu = 6,99. 
; | Relative 
a] is SY: o 
‘ Zuckerkonzentration Min. Drehung Drehungs Sp cn 4 
M inderung | Se8cOwindig- 
i keit 
| Rohrzucker 0,118 m. 0 2,69) — 100 
10 2,30 0,39 
' 20 2,19 0,50 
25 2,07 0,62 
: Rohrzucker 0,118 m. 0 (— 1,10) — 62 
Fructose 0,22 m. 0,5 —1,11 — 
( = 6,59) 15 —1,34 0,24 
wilt 20) —1,42 0,22 
25 —1,48 0.38 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (4,77) — 94 
Glucose 0,22 m. 0.5 4,76 a 
( = 6.59) 15 4,41 0,36 
= : 20 4.30 0,47 
| 25 4.19 0,58 














Tabelle 21. 


Pu = 6,59. 
Berechnung von — (K,,..) und Ky (Ay, ) fiir Fructose und Glucose. 











Zucker " Vy |v a (K,,,, ) Ky, (Ky) 
Rohrzucker — K,, = 0,032 Ay, = 31 
iene 23 yw aici 
la ee 18 
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Tabelle 22. 


Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Glueose und Fructose 








Pr = 7,0. 
Relative 
Zuckerkonzentration Min. Drehung Drehunge- oo 
iinderung | SeScowindig- 
keit 
Rohrzucker 0,118 m. y) (2,69) — 100 
(py = 7,03) 0,5 2,68 ~— 
30 2,27 0,42 
45 2.08 0,61 
60 1,86 0,83 i 
Rohrzucker 0,118 m. 0 (— 1,08) — 58 
Fructose 0,22 m. 0,5 —1,08 | — 
‘ os j or 
Dy = 6,99) 30 —1,33 0,25 
45 —1,438 | 0,35 
60 — 1,56 0,48 
Rohrzucker 0,118 m. | 0) (4,71) — 96 
Glucose 0,22 m. 0,5 4,70 _ 
(pyr = 7,01) 30 4,31 0,40 
45 4,12 0,59 
60 3,92 0,79 














Tabelle 23. 


Berechnung von K,, (A,,) und Ky, (4,,) fiir Fructose und Glucose. 
1 My ie 





Zucker vy, |v Kk, (Bn, ) Ky, (Kyy,) 
Rohrzucker — Ki, = 0,032 Ky = 31 
Rohrzucker 0,118 m. 1.72 0.065 Lk 
Fructose 0,22 m. — ai 

aka ) 

Rohrzucker 0,118 m. 1.04 12 0.85 











Fructose 0,22 m. 


Gehen wir nun vom optimalen p,, der Saccharasewirkung 
in den alkalischen Ast der p,-Kurve iiber, so finden wir den 
alteren Befund von K. Josephson auch jetzt bestitigt, niim- 
lich, daB die Hemmung durch Fructose immer stiirker wird, 
je mehr wir uns vom optimalen p,, nach der alkalischen Seite 
entfernen, wihrend die Hemmung durch Glucose das ent- 

















| 

F 

ie | 
| 
| 
A 
| 
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gegengesetzte Verhalten zeigt. Bei p,, = 5,25 kompensiert 
also die geringe Steigerung von Ay, die Verminderung von 
Ky,, so daB das Produkt noch nahezu unverandert ist, nam- 
lich gleich 61. Allerdings tiberwiegt bald die starke Verminde- 
rung der Affinititskonstante der Glucose—Enzymverbindung 
die ziemlich geringe Erhéhung der entsprechenden Konstante 
fir die Fructose—Enzymverbindung, so da das Produkt der 
beiden Konstanten wieder abfallt. Bei p,, = 5,9 wurde also 
das Produkt zu 12,5-3,0 = 37,5 berechnet, es ist also wieder 
nahe gleich der Affinitatskonstante der Rohrzucker—Saccharase- 
verbindung (Ay = 31). 

In der Nahe des Neutralpunktes war die Hemmung durch 
Glucose nur sehr unbedeutend. Bei p,, = 6,58 berechnen wir 
also fiir Ay, den Wert 1,3, wihrend Ay zu 13 bestimmt 
wurde. Bei p,, = 7,0 waren die Werte von Ay, und Ay, 15 
bzw. 0,85. Wegen dieser starken Verminderung von Ay, war 
also das Produkt Ky+ Ay, auf 13 gefallen, wiihrend die Affi- 
nitatskonstante der Rohrzucker—Saccharaseverbindung noch 
unverdndert auf A,, = 31 geblieben war. 


Zur Kenntnis der Reduktase (Dehydrogenase) der Hefe. IV. 
Versuche zur Isolierung der Co-Reduktase. 


Von 


Haus y. Euler und Ragnar Nilsson. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Mirz 1926.) 


Beim anaeroben Abbau der Hexosen im Pflanzen- und 
Tierkérper folgt auf die einleitende Umlagerung und Phos- 
phorylierung eine im Sinne der Wielandschen Theorie?) ver- 
laufende Reihe von Oxydo-Reduktionsvorgiingen. Fir das 
Studium dieser Oxydo-Reduktionen scheint uns die an den- 
selben als spezifisches Co-Enzym beteiligte Co-Reduktase ein 
wertvolles Hilfsmittel. 

In der vorhergehenden Mitteilung?) haben wir eine Methode 
zur Aktivitiitsbestimmung von Co-Reduktasepriparaten be- ' 
schrieben. Wir haben schon damals darauf hingewiesen, dab 
der EinfluB von Hemmungskérper in die Formel fir die 
Aktivititsberechnung eingehen sollte; in welcher Weise eine 
solche Korrektion einzufiithren ist, haben wir bis jetzt noch 
nicht festgelegt. Im folgenden sind die Aktivitatsberechnungen 
wie in unserer friiheren Mitteilung ausgefiihrt. Als Mab der 
Wirksamkeit (des Reinigungsgrades) haben wir also verwendet 
A Co-Red. = —.—.— ae bite Sn — — * 

Min. Entfiirbungszeit x gTrockengewicht d. Aktivatorpriip. 

Als Entfirbungszeit messen wir die zur volligen Ent- 
fiirbung erforderliche Anzahl Minuten. Alle Versuche wurden 
bei 20° angestellt. 


1) Wieland, Chem. Ber. Bd. 55, 8.:3639 (1922). — Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 434, §. 185; Bd. 436, S. 229 (1923/24). 
*) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 152, 8, 264 (1926). 
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Die Zusammensetzung der Proben war immer die folgende: 


1 cem Hefe—Phosphatmischung, 
0,5 eem Methylenblau—Bernsteinsiiurelésung, 
x ecm Co-Reduktasepriparat, 

1—x ccm Wasser. 


Zusammensetzung der Hefe—Phosphatmischung. 
Ausgewaschene Trockenhefe H (entspr. 2 g nichtausgew. Hefe) | Totalvol. 
5 cem 0,3 mol. Na,HPO,-Liésung Pu = 8,3 J 10 cem 

Zusammensetzung der Methylenblau—Bernsteinsiurelésung: 


0,5 g Methylenblau (Dr. G. Griibler u. Co, Marke L.F.), 
3,0 g Bernsteinsiure (mit NaOH bis rot gegen Phenolphthalein neutr.) 
Wasser bis 1000 cem. 

Unsere ersten Reinigungsversuche, die wir hier mitteilen, 
haben wir mit Hilfe der Methoden der Dialyse und der freien 
Diffusion angestellt. Bei unseren Reinigungsarbeiten mit Co- 
Zymase haben wir bemerkt, daB sich diese Methode infolge 
des niedrigen Molekulargewichtes der spezifischen Aktivatoren 
und Hormone mit Erfolg anwenden 1aBt. 


Dialyseversuche. 


Zu den Dialyseversuchen wurden frisch bereitete Kollodium- 
schlauche benutzt. Die Co-Reduktase dialysiert sehr schnell 
durch die Membran hindurch und wird in dieser Weise von 
hochmolekularen Verunreinigungen befreit. 


Versuchsreihe 1. 


Versuch 1. Ein Hefewaschwasser wurde in der folgen- 
den Weise bereitet: 10g Trockenhefe wurden mit 100 ccm 
Wasser 1 Stunde geschiittelt. Dann wurde zentrifugiert und 
schlieBlich filtriert. 

Versuch 2. 10g Trockenhefe H wurden in 25 ccm 
Wasser aufgeschlemmt. Die Suspension wurde in 75 ccm 
Wasser 19 Stunden dialysiert. Von der Au8enfliissigkeit wurde 
dann eine Probe genommen. Dialysat I. 

Versuch 3. 10g Trockenhefe in 25 com Wasser wurden 
in 75 ccm Wasser 21/, Stunden dialysiert. Dann wurde die 
Dialyse in 75 ccm frischen Wassers noch 17%/, Stunden fort- 


oO 
D: 
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gesetzt. Den Aubenfliissigkeiten wurden Proben entnommen. 
Dialysat Il, und Dialysat I,. 


Tabelle 1. 











Nr. | Zusatz Minuten 

1 | 1 ecm Waschwasser 53 

2 0,75 ,, 7 54 

3 OF « ~ 78 

4 1 cem Dialysat I 3,5 

D Oy a Ms 5,0 
6 oo «w a 12,5 

7 1 cem Dialysat Ila 6,5 

8 0,75 , 13,0 
g 05 ,, ‘ 32.0 
10 1 cem Dialysat Ilp 13,0 
11 OTP « - 27,5 
12 05 4 < 48,0 
13 1 cem Wasser Keine Ent- 
14 . ~ - fiirbung 

Trockengewicht per 1 ccm der Priparate. 
Hefewaschwasser. . . .. . . 0,179 g 
Dislvest i. sw ww tw th lw oe ORS 
» Mie «ssn ss » Oe 
« ME «= swe s © » oo Oe 


Fiir diese ersten Versuche tiihren wir in der folgenden 
Tabelle die Berechnungen von 4 Co-Red. an. 


Tabelle 2. 




















me Mb 
Nr. = = - : A Co-Red. 
, Minuten - g Praparat tial 
On 
1 __ 9,20 0.263 
53 - 0,0179 : 
Or 
2 Me 0,345 
54 -°0,75 -0,0179 
or 
3 <a 0,358 
78 - 0,5 + 0,0179 
97 
4 Mf 6,32 
3,5 - 0,0115 
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34 Hans v. Euler und Ragnar Nilsson, 


Tabelle 2 (Fortsetzung). 
































- mg Mb 
Nr. eee ae -Red. 
: Minuten - g Priiparat —— 
ie 
5 a... 5,90 
5+ 0,75 + 0,0113 
6 0,25 3,54 
12,5 + 0,5 + 0,0113 
; 9,25 5,66 
6,5 + 0,0068 
8 0,25 3,76 
13 - 0,75 - 0,0068 
9 0,25 2,30 
32 - 0,5 - 0,0068 
10 — 2,87 
13 + 0,0067 
11 —— 025 0 1,81 
27,5 + 0,75 + 0,0067 
12 = 1,56 
48 + 0,5 + 0,0067 








In der Tab. 1 ist zunachst auffallend, daB nach der 
Dialyse sich aus den Entfairbungszeiten eine Ausbeute von 
etwa 1000°/, berechnen 1laBt. 

In der Tab, 2 ist der Reinheitsgrad der Priiparate be- 
rechnet. Das Verhiltnis ist im giinstigsten Fall etwa 17:1. 

Weiter ist zu bemerken (Tab. 2), daB in den drei ersten 
Proben A Co-Red. mit abnehmender Konzentration steigt, 
waihrend in den anderen Versuchen 4 Co-Red. bei abnehmender 
Konzentration fallt, was sehr auffallend ist, da gerade in den 
drei ersten Versuchen die Entfarbungszeiten so gro sind. 
Vielleicht gibt es unter Beriicksichtigung von Hemmungskérpern 
eine Erklarung dieser Erscheinung. 

Die folgenden Versuche wurden angestellt, um zu unter- 
suchen, ob sich die groBe Ausbeute nach der Dialyse etwa 
auf den Hinflu8 von Hemmungskoérpern zuriickfiihren 14Bt. 

Der Sackinhalt vom Versuch II wurde filtriert. Das Filtrat 
= Hemmungskoérper. Ein Teil des Hefenwassers wie auch 
des Hemmungskoérpers wurde aufgekocht. 
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Tabelle 3. 

Nr. Zusatz Minuten 
1. 2. | 0,5 ecm Waschwasser + 0,5 cem Wasser 83; 104 
3. 4. | 0,5 cem gekochtes Waschwasser + 0,5 cem Wasser 66; 73 
5. 6. | 0,5 eem Dialysat I + 0,5 eem Wasser 11,5; 12,5 
7. 8. | 0,5 eem Dialysat I + 0,5 com Hemmungskérper 11,0; 10,5 
9. 10.]| 0,5 cem Dialysat I + 0.5 cem gekochter Hemmungsk.| 8,5; 8,5 


Man hatte erwarten kénnen, da8 ein Zusatz von Hemmungs- 
kérper die Aktivitit des Dialysats I kriftig herabsetzt. DaB 
dies nicht der Fall ist, kann vielleicht darauf beruhen, daB 
der Hemmungskorper sehr aktiv ist, und darum, wenn er durch 
Dialyse von Co-Reduktase befreit worden ist, unmittelbar mit 
sich selbst oder mit anderen Stoffen in der Hefe reagiert. 

Ferner geht aus dem Versuch hervor, daB der Hemmungs- 
kérper durch Aufkochen der Lésung nicht zerstért wurde. 


Versuchsreihe 4. 


10 g Trockenhefe H wurden 1 Stunde mit 100 ccm Wasser 
geschiittelt. Dann wurde zentrifugiert und filtriert. Das Filtrat = 
.Waschwasser“. Vom Filtrat wurden 50 ccm in 50 ccm Wasser 
19 Stunden dialysiert. Die AufSenfliissigkeit = ,,Dialysat*. 


Tabelle 4. 











Nr. Zusatz Minuten 

1 1 eem Waschwasser 110 

2 0,75 ,, = 160 

3 05 4, ” 203 

4 1 ecem Dialysat — 

5 0,75 ,, i 160 

6 0,5 5 ” 235 

q 1 cem Wasser Nach 240 Minuten 
8 t os js noch stark gefirbt 


Durch Dialyse wird also die Aktivitat des Waschwassers 
etwas erhéht. Die Aktivititssteigerung ist aber lange nicht 


so stark wie bei Dialyse einer Trockenhefesuspension. Um zu 
3* 
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entscheiden, ob die groBe Aktivititssteigerung bei der Dialyse 
etwa auf der lingeren Aufbewahrung der Hefe im Wasser 
beruht, wobei vielleicht die Co-Reduktase in viel gréBeren 
Mengen in Liésung gehen kénnte, wurden folgende Versuche 
gemacht. 

Versuchsreihe 5. 

Versuch 1. 10g Trockenhefe H wurden mit 100 ccm 
Wasser geschiittelt. 

Versuch 2. 10g Trockenhefe H wurden in 25 ccm 
Wasser suspendiert. Die Suspension wurde in 75 ccm Wasser 
dialysiert. 

Nach gewissen Zeiten wurde die Aktivitiit von Wasch- 
wasser und Dialysat in filtrierten Proben bestimmt. 


Tabelle 5. 
Nach 2'/, Stunden. 














Nr. Zusatz Minuten 
1 1 eem Waschwasser 71 

2 1 , ” 70 

3 1 cem Dialysat 9,5 

4 ‘— a 8,5 

5 1 ecem Wasser Keine Ent- 
6 ww ‘ fiirbung 


Nach 24 Stunden wurden neue Proben genommen und 
folgender Versuch wurde angestellt: 

4 ccm Dialysat mit 4 ccm Sackinhalt gemischt. Nach 
3,9 Stunden wurde filtriert und das Filtrat auf seine Aktivitit 
gepriift (Tab. 6). Der Zusatz von Sackinhalt hat die Aktivitit 
nicht merkbar herabgesetzt. 

Die Versuche haben einen Hemmungskérper nicht ganz 
deutlich nachweisen kénnen. Doch darf man wohl annehmen, 
daB es sich hier wenigstens teilweise um Hemmungskirper 
irgendeiner Art handelt. Mit dem von Batelli und Stern?) 
bei ,,Pnein* nachgewiesenen thermolabilen Antipneumin ist 


) Batelli u. Stern, Zur Kenntnis des Pneins, Biochem. Zs. 
Bd. 33, S. 315 (1911). 
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dagegen unser Hemmungskérper nicht identisch. Batelli und 
Stern haben tibrigens auch in Pneinpraparaten andere, thermo- 
stabile Hemmungskérper vermutet. Aus der Tab.6 geht hervor, 
daB durch die Dialyse eine erhebliche Priiparatverbesserung 


erreicht wird. 
Tabelle 6. 





, ; Trockengew. 
Nr. Zusatz Minuten | “T0CKengeW- | 4 Co-Red. 
per 1 ccm 

i 1 cem Waschwasser 137 0,01346 g 0,135 
2 | 0,75 4 , 147 = 0,168 
4 1 eem Dialysat 3,25 0,0076 ¢ 10,1 

: tome. « 4,6 el 9.55 
tee. «= 8,5 1,75 
7 | 1cem Dialysat Sackinhalt 4,6 
5 1 ”? ” ” 4,6 os 

9 |1cem Wasser keine Ent- 

2 Fi - fiirbung 














Der Reinheitsgrad, der sich aus den Versuchen berechnen 
laBt, ist fiir das Dialysat etwa 60mal gréBer als fiir das 
Waschwasser aus derselben Hefe. 

Mit frischer Heie R wurde auch ein Dialyseversuch gemacht. 


Versuchsreihe 6. 
Frische Hefe R wurde bei 80° plasmolysiert. Von dem 
so erhaltenen dicken Hefebrei wurden etwa 300 ccm in 570 ccm 
Wasser 43 Stunden dialysiert. Trockengewicht des Priaparats 


0,0167 g per 1 ccm. 
Tabelle 7. 





Nr. Zusatz Minuten 
1 1 ecm Dialysat 13,5 
2 0,75 ,, ‘ 21,0 
3 0,5 ,, " 33,5 
4 0,25 : 75,0 
5 1 eem Wasser ! keine Ent- 
6 E « ~ firbung 
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Aus der Probe 1 ausgerechnet wird 4 Co-Red. = 1,11. 

Frische Hefe scheint also nicht ein besseres Ausgangs- 
material fiir Co-Reduktase zu sein als Trockenhefe. 

Im folgenden wurden einige Dialyseversuche unter ver- 
schiedenen Bedingungen gemacht, um zu sehen, ob durch 
Fraktionieren der Dialyse die Reinigung weiter gefiihrt werden 
kénnte. 


Versuchsreihe 7. 


Versuch 1. Ein Dialysat wurde, wie friiher beschrieben, 
aus Trockenhefe H gemacht. Dialysedauer 24 Stunden. Das 
Praparat wurde im Vakuum eingeengt. Priip. L 

Versuch 2. Die Dialyse wurde dann noch 24 Stunden 
in frischem Wasser fortgesetzt. Prip. II. 

Versuch 3. Eine Dialyse wurde in méglichst kleiner 
Wassermenge gemacht. Priap. III. 





Tabelle 8. 
Nr. Zusatz Minuten Trockengew. A Co-Red. 
per 1 ccm 
1 1 ecem Prip. I 1,6 0,0338 ¢ 4,63 
2 a 2,3 ~ 6,42 
3 0,25 ,, ” 4,6 iad 6,42 
4 1 ecm Prip. I 15,0 0,00926 g 1,80 
5 os. 8» 28.0 _ 1,29 
6 cee 52,0 _ 1,04 
7 1 ecm Prip. III 3,75 0,0312 g 2,14 
8 O15.  « 4,75 see 2,24 
9 ms. xs 10,5 sees 1,58 
10 1 ecm Wasser Keine Ent- = _ 
11 , co a fiirbung — a 














Diffusionsversuche. 


Im Zusammenhang mit einigen Molekulargewichtsbestim- 
mungen von Co-Reduktase nach der Diffusionsmethode wurde die 
Reinigung durch freie Diffusion untersucht. Wir teilen unsere 
Versuche nur als Reinigungsversuche mit. Die Molekulargewichts- 
bestimmung muff dagegen durch weitere Versuche fortgesetzt 
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bald mit reineren Praparaten 
Als Sperrfliissigkeit wurde reines Quecksilber be- 


aus 


vorigem Versuch. 


Diffusionsdauer 96 Stunden. 


Tabelle 9. 


Prap. | 


14,5°. 





10 


12 


13 


Zusatz 


1 eem Schicht 





0,79 7? ? 
0,5 ‘7 a 
1 eem Schicht 
0,75 ,, ” 
0,9 ” 
1 eem Schiecht : 
0,75 9 99 
0,5 99 ”? 
1 ecem Sehicht 
09 5 ” 
1 eem Wasser 
] 99 9? 


Minuten 


2,6 


3.20 


5.0 


3,25 
4,6 
10,0 


10,5 
29,5 


68,0 


58,0 
96,0 
116,0 


) Keine Ent- 


f fiirbung 








Trockengew. 
per 1 cem 


0,01227 g 


0,0101 ¢ 


0,006025 g 


0,00358 g 


A Co-Red. 





Das Priparat war nicht stark genug. Die oberen Schichten 
sind darum nur approximativ bestimmt. 
Zu den folgenden Diffusionsversuchen wurde ein sehr 








kraftiges, durch Dialyse und Einengung erhaltenes Priparat 
benutzt. 
Tabelle 10. 
Diffusionsdauer 56 Stunden. 14,5°. 
Trocken-| Asche _ |A4 Co- 
Nr Zusatz Min gewicht er A Co-| Red. 
_ : ' 8 P Red. |(asche 
perleem| 1 ccm frei) 
1 10,75 cem Schicht 1 1,25 0,0295 ¢ | 0,0124g |} 9,05 _— 
2105 ,, ” 1,4 — as 12,1 one 
3 10,25. ,, . 2.5 = ms 13,6 | 23,4 
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Tabelle 10 (Fortsetzung). Diffusionsdauer 56 Stunden. 14,5°. 























Trocken-} Asche |. (, ae 
a : nt o-| Red. 
Nr. Zusatz Minuten | gewicht per Red, |(asche- 
perleem] 1 ccm frei 
4 1 cem Schicht 2 1,5 0,0183 g | 0,0091g | 9,1 — 
5 0,75 $9 9 1,75 te . 10,4 —— 
6105 ,, e 2,25 aes oe 12,1 | 24,2 
7 1 ecm Schicht 3 3,25 0,0086 g | 0,0050g | 8,96] 21,4 
8 | 0,75 ,, : 45 - — ‘ari 
9105 ,, . 8,5 — - ini — 
10 1 cem Schicht 4 29,0 0,0038 g | 0,00266 g} 2,26] 7,56 
11 }0,75 ,, - 45,0 -- -- 195} — 
12 10,5 ,, » 80,0 — 165; — 
13 |0,75 cem Priparat 1,25 0,0696 g | 0,0295¢g | 3,84 7 
14 0,5 ” ” 1,4 id o— 5,13 = 
15 10,25. ,, : 1,6 - 896) — 
16 {0,10 ,, ™ 3,75 — . 9,57 | 16,6 
17 1 cem Wasser or — _ — —_ 
18 1, ’) firbung ~~ ~~ — — 
Tabelle 11. Diffusionsdauer 80 Stunden. 14,5°. 
Trocken-| Asche ,_ {4 Co- 
N 7, Mi ; ° } ‘ A Co- Red 
NI. Ausatz inuten | gewicht per Red, |(asche 
pericem} iccm frei) 
1 | 0,5 eem Schicht 1 1,9 0,0207 ¢ | 0,0089 g | 12,7 ~ 
2103 , : 2.5 im ‘ 16,1 | 28,2 
si as ., “ 4.2 ios 20 15,0 x 
4} 0,5 eem Schicht 2 2,3 0,0184 g | 0,0080 g | 11,8 — 
5] 0,3 ,, 4 3,25 — Fw 14.0 | 24,6 
6] 0,2 _,, . 5,25 o ‘ 12.9 — 
7 1 cem Schicht 3 2,2 0,0128 g | 0,0067¢ | 8,88 | — 
8 | 0.75. ,, r 2,75 om - “st — 
9/05 ,, ‘ 4,0 . - 9,76 | 20,5 
10 1 eem Schicht 4 3,2 0,01075¢] 0,0058 g } 7,26 — 
11 | 0,75 ,, - 4,0 - ah 7,74] 16,7 
12105 ,, 7,8 “ 5,95] - 
13 1 ecm Wasser Keine Ent- — on ve 
14 i’ - firbung — — saa 
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Aus den Diffusionsversuchen geht hervor, dab die Co-Re- 
duktase durch treie Diffusion von anorganischen Verunreini- 
gungen befreit werden kann. Der Aschegehalt ist in den oberen 
Schichten etwas gréBer als in den unteren. Auch manche 
organischen Verunreinigungen diffundieren schneller als die 
Co-Reduktase. 

Aus den 3 Diffusionsversuchen haben wir das Molekular- 
sewicht der Co-Reduktase berechnet. Zur Ermittlung eines 
endgiiltigen Wertes sollen unsere hier mitgeteilten Versuche 
wiederholt und erginzt werden. Aus den bis jetzt gewonnenen 
Zahlen ergibt sich ein Molekulargewicht der Co-Reduktase 
von 400—500. Die Fehler kénnen immerhin recht betriichtlich 
sein. Kine nahere Beschreibung unserer Methode und der 
Berechnungsweise bei der Molekulargewichtsbestimmung sowie 
den Vergleich mit dem Pnein von Batelli und Stern wollen 
wir in einer folgenden, abschlieBenden Arbeit mitteilen. 

Als Resultat unserer Reinigungsarbeit kénnen wir folgende 


Zusammenstellung angeben: 
A Co-Red. 


Waschwasser aus Trockenhefe H nach Filtration . 0,18—0,36 
Durch Dialyse gereinigt ......... ~. 16,6 aschetrei 


Durch Dialyse und freie Diffusion gereinigt . . 28,2 


7? 
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Uber die Zellkernsubstanzen der Pankreasdriise. 
Von 
Kai Hsii. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1926.) 


Vor einiger Zeit hat J. Hagihara’) sich im _hiesigen 
Institut mit der Analyse der Zellkernsubstanzen der Milz be- 
schiaftigt. Er hatte den Versuch unternommen, an kleinen 
Mengen Ausgangsmaterial sich iiber den Nucleoproteid- bzw. 
Nucleinsiiurengehalt der Milz zu orientieren. Die Versuche 
haben aber ergeben, da trotz Zuhilfenahme der modernen 
Methoden der Mikroanalyse eine exakte Untersuchung solcher 
komplizierten Gemische aus kleinen Mengen Ausgangsmaterial 
bisher nicht méglich ist. Es muBte deshalb fiir Untersuchungen 
auf Zellkernsubstanzen ein Organ gewiahlt werden, das in be- 
liebigen Mengen leicht zu haben war. Die Thymusdriisen vom 
Kalbe, an die als Ausgangsmaterial zuniichst zu denken war, 
empfahlen sich deswegen nicht, weil ihre Qualitit leider immer 
noch nicht wieder die Giite erreicht hat, die sie vor dem 
Kriege hatte. Meist werden die Kalber erst zum Schlachten 
aufgetrieben, wenn sie schon ziemlich alt sind; dann ist aber 
die Thymusdriise schon recht atrophisch und die Ausbeuten 
an Nucleinstoffen aus ihr sind sehr schlecht. Wir haben also 
die Pankreasdriise gewihlt, obwohl aus ihr die Ausbeuten auch 
nicht gro8 sind und obwohl der Bau der Pankreasnuclein- 
siiuren komplizierter ist wie der in der Thymusdriise. Der 
relativ billige Preis der Pankreasdriisen war hier das Aus- 
schlaggebende. 

Die Nucleoproteide und Nucleinsiuren der Pankreasdriise 
sind schon hiufig Gegenstand der Untersuchung gewesen. Die 





1) Diese Zs. Bd. 135, S. 294 (1924). 
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vorliegende Arbeit hatte zum Ziel die Léslichkeitsverhiltnisse 
der als sogenannte Nucleoproteide beschriebenen Substanzen 
in den einzelnen Extrakten festzustellen; ferner sollte der Ver- 
such unternommen werden, womédglich den oder die Eiweib- 
kérper zu isoheren, die beim Ansiiuern der Extrakte mit Essig- 
siure zusammen mit den Nucleinsiuren ausfalien und iiberhaupt 
erst zur Bildung der ,,Nucleoproteide* AnlaB geben. Bei der 
Hefe hatten ahnliche Bemiihungen durch Extraktion mit Koch- 
salzlésung nucleinsaure EiweiBsalze zu erhalten, bisher keinen 
Erfolg.) 

Zunichst wurden Priparate von Pankreastrockenpulver 
nach dem von Hagihara?) angegebenen Acetonverfahren her- 
gestellt. So wurden z. B. erhalten aus 3 kg frischer Driisen 
370 g eines staubfeinen briaunlichen Pulvers, aus dem durch 
Sieben simtliche Bindegewebsreste entfernt waren (Priiparat I). 
Bei einer zweiten Verarbeitung lieferten 6,5 kg 770 g gesiebten 
Trockenpankreas (Priparat IJ). Endlich gaben 4 kg eine Aus- 
beute von 500 g Trockenpulver (Priparat Ill). Das ergibt, 
auf 1 kg frischer Driisensubstanz bezogen, eine Ausbeute yon 
rund 120 g Trockenpulver. Nach den in der Literatur vor- 
liegenden spiarlichen Angaben iiber die Zusammensetzung der 
Pankreasdriise sind in ihr 27,8°,, Trockensubstanz mit einem 
Gehalt von 10,6°/, Fett und 15,6 °/, EiweiB vorhanden 
(Magnus-Levy).*) Nach Gorup-Besanez‘*) enthialt die 
Pankreasdriise junger Hunde 22,422°), organischer Stofie und 
diejenige junger Kinder 23,74 °/,. Zieht man von diesen 
Werten das Fett ab und bedenkt, daB in unserem Falle 
ein Teil der organischen Substanzen (der gréBte Teil des 
Bindegewebes) durch das Sieben entfernt worden war, so 
stimmen unsere Werte befriedigend mit den ilteren Angaben 
iberein. 

Die drei Priiparate wurden auf ihren Wassergehalt, ihren 
Gehalt an Stickstoff und Phosphorsiure analysiert. 





1) H. Steudel u. T. Takahata, Diese Zs. Bd. 133, S. 165 (1923). 
) Diese Zs. Bd. 131, 8S. 97 (1923). 

*) Biochem. Zs. Bd. 24, S. 362 (1910). 

*) Lehrbuch der physiol. Chem., 4. Aufl., Braunschweig 1878, S. 732. 
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Priparat I. 
0,1367 g neutralisieren 12,4 cem n/10-Siure = 12,71 °/, N (Kjeldahl), 
3,910 mg se 2,46 cem n/70-Siure = 12,60°/, N ‘i 
0,1473 g i 6,0 eem n/2-NaOH = 2,26°/, P (Neumann). 
0,1856 ¢g is 7,1 eem - = 2,12°/, P 
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0,1564 g verlieren bei 100° 0,0180 g = 11,50°/, H,O. 


Priparat II. 
0,1326 g neutralisieren 11,8 eem n/10-Siure = 12,47°/, N (Kjeldahl). 


4,451 mg . 2,88 cem n/70-Saéure = 12,95 °/, N ‘ 
0,1643 g - 5,7 eem n/2-NaOQH = 1,92 °/, P (Neumann). 
0,2236 g 7,6 eem = 1,86 °/, P , 


0,1947 g verlieren bei 100° 0,0224 g = 11,50°/, H,0. 


Praparat III. 
0,1976 g neutralisieren 17,8 cem n/10-Siure = 12,62°/, N (Kjeldahl. 


4,82 mg - 3,07 cem n/70-Saéure = 12,74 °/, N . 
0,1300 g im 4,6 cem n/2-NaOH = 1,96°/, N (Neumann). 
0,2422 ¢ w 8leem ,, = 1,89°/, N ‘ 


0,2357 g verllieren bei 100° 0,0271 g = 11,49 °/, H,O. 


Die Priparate haben also die gleiche Zusammensetzung 
und enthalten im Durchschnitt 11,50 °/, H,O; 12,68°., N; 
201°), ¥. 

150 g dieses Trockenpulvers* wurden nun iiber Nacht bei 
etwa 5° mit 4 Liter Wasser extrahiert, filtriert und das klare, 
hellbernsteingelbe Filtrat mit 70 ccm doppeltnormaler Kssig- 
siure angesiuert. Der ausfallende weife, flockige Niederschlag 
wurde abzentrifugiert, in Wasser unter Zusatz von sehr wenig 
Natronlauge zur Lésung gebracht und wieder mit Essigsiure 
aus der vollkommen klaren und farblosen Fliissigkeit aus- 
gefallt. Dann wurde der Niederschlag nach dem Absitzen- 
lassen von der Fliissigkeit durch Dekantieren und Zentri- 
fugieren getrennt, mit Alkohol und mit Ather getrocknet 
Priparat A. 

Die Filtrate von diesem ersten Niederschlag gaben aut 
Zusatz von 4 Liter Alkohol einen zweiten Niederschlag, der 
ebenfalls aus Wasser wie der erste Niederschlag umgefallt 
wurde. Praparat B. 

Der Riickstand von der ersten Extraktion wurde ein 
zweites Mal mit 2 Liter Wasser bei niederer Temperatur extra- 
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hiert, das Extrakt mit Essigsiure gefallt und der Niederschlag 
wie oben behandelt. Priparat C. Mit Alkohol konnte auch 
hier im Filtrat ein weiterer Niederschlag erhalten werden. 
Praparat D. 

Der nunmehr zweimal mit Wasser extrahierte Riickstand 
wurde jetzt mit 2 Liter Wasser, dem 100 ccm doppeltnormaler 
Natronlauge zugesetzt waren, 2 Tage lang bei Zimmertemperatur 
extrahiert, das ablaufende Filtrat wurde mit Essigsiiure neutra- 
lisiert und lieferte als Niederschlag, der wie oben behandelt 
wurde, ein weiteres Priparat EK. 

Bei einer nochmaligen Extraktion mit Natronlauge (50 ccm 
2n-NaOQH in 1 Liter Wasser) wurde nur noch ein ganz ge- 
ringer Niederschlag erhalten, der mit dem Priparat E  ver- 
eint wurde. 

Der nunmehr noch verbleibende Riickstand wurde mit 
Kssigsiure ganz schwach angesiiuert, mit Alkohol und Ather 
getrocknet und lieferte so das Priparat F. 

So wurden eine Anzahl weiBer staubender Pulver er- 
halten; nur das letzte Priparat unterschied sich nicht allein 
in seiner Farbe von den anderen — es war ein hellbraun- 
liches Pulver —, sondern es wollte auch nicht so gut trocknen 
wie die iibrigen. Der Grund hierfiir lag darin, daB es noch 
betrachtliche Mengen von Fett enthielt, die es erst beim Kochen 
mit Alkohol abgab. Als das Fett entfernt war, trocknete 
auch dieses Praparat rasch zu einem leichten, staubenden 
Pulver. Das Verhalten dieses letzten Priparates zeigt deutlich 
an, daB die Behandlung der frischen Driise mit Aceton und 
Ather in der Kite nicht alles Fett entfernt. Ob die letzten 
Reste von Fett auch ohne vorherige Behandlung mit Natron- 
lauge extrahierbar sind, haben wir in unserem Falle nicht 
weiter untersucht. 

Die endlichen Ausbeuten aus dem nach und nach ver- 
arbeiteten Vorrat von Trockenpankreas betrugen vom Pri- 
parat A 35g, von B 17,35 g, von C 6,34 g, von D 4,19 g, 
von EK 32g und von F 48g. Die Zahlen geben kein ganz 
genaues Bild, weil fiir viele Nebenversuche Material verbraucht 
worden ist. 
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In den einzelnen Praparaten wurde nun der Stickstoff- 
und Phosphorgehalt bestimmt. 


Praparat A. 
0,1342 g neutralisieren 14,0 cem n/10-Siiure = 14,62 °/, N (Kjeldahl). 


0,1384 g . 14,9 eem . = 15,11°/, N : 
0,1319 g " 6,1 ecm “ = 2,56 °/), P (Neumann). 
0,1493 ¢ - 7,1 cem * =: 2.63 °/, P - 


Praparat B. 
0,1447 g neutralisieren 16,0 cem n/10-Séiure = 15,49 °/, N (Kjeldahl). 


0,1621 g " 17,0 cem m = 14,70 °/, N ” 
0,1331 g ™ 6,7 cem n/2-NaOH = 2,79°/, P (Neumann). 
0,1518 g am 7,6 ecm . = 2,84°/, P ‘4 


Priparat C. 
0,1289 g neutralisieren 13,8 eem n/10-Siure = 15,00 °/, N (Kjeldahl). 


0,1456 g > 15,5 cem m = 14,92, N ' 
0,1326 g = 6,8 cem i = 2,84°/, P (Neumann). 
0,1484 g ss 6,9 ccm - = 2,59°/, P e 
Priaparat D. 

0,1520 g neutralisieren 15,8 cem n/10-Sdure = 14,57°/, N (Kjeldahl). 
0,1293 g ” 13,4 ccm ”? = 14,52 */o N ” 
0,1382 g ” 7,3 cem ™ = 2,93°/, P (Neumann), 
0,1498 g 7,8 cem - = 2,89°/, P 


Praparat E, 
0,1507 g neutralisieren 14,3 cem n/10-Siiure = 13,30°/, N (Kjeldahl). 
0,1433 ¢ ” 13,7 cem " = 13,40°/, N 
Phosphor enthilt das Priparat nur in Spuren, jedenfalls viel zu 
wenig fiir eine analytische Bestimmung. 


Priparat F. 
0,1460 g neutralisieren 14,8 cem n/10-Siure = 14,20°/, N (Kjeldahl). 
0,1445 g nS 14,6 ecm " = 14,16°/, N 


? 


Phosphor enthalt das Praparat nicht. 


Nach diesen Analysen enthalten die Priparate, die aus 
dem Wasserextrakt gewonnen sind (A, B, C und D) die gleichen 
Mengen Stickstoff und Phosphor, einerlei, ob die Substanz 
spontan auf Essigsiurezusatz aus dem Wasserextrakte aus- 
gefallen war oder erst auf Zusatz von Alkohol. Samtliche 
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Analysenwerte der Praparate A—D bewegen sich eng um 
einen Durchschnittswert von 14,87°/, N und 2,75°/, P. Ver- 
gleicht man hiermit die Werte, die friihere Untersucher in 
ihren ,,Nucleoproteiden® gefunden haben, so liegen die Zahlen 
fiir unser Praparat, selbst wenn man beriicksichtigt, daB sie 
an einem nicht bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Material 
ausgefiihrt wurden, ungefahr in der Mitte. Von Umber?) ist 
z. B. fiir ein g-Nucleoproteid aus der Pankreasdriise ein Gehalt 
von 17,12°/, N und 1,67°/, P angegeben, ferner fiir ein 
3-Nucleoproteid 17,39°/, N und 4,48°/, P. Fir das Nucleo- 
proteid nach Hammarsten®”) sind verlangt 17,39°/, N und 
4,48°/, P; endlich haben Gamgee und Jones*) in einem 
Pankreasnucleoproteid 17,42°/, N und 5,05°/, P gefunden. 
Berechnet man sich zum naheren Vergleich der Priaparate das 
Verhiltnis von Phosphor zu Stickstoff, so erhalt man P:N 
fiir unsere Priparate 1:5,41; fiir das a@-Nucleoproteid nach 
Umber 1:10,25, fiir das Nucleoproteid nach Hammarsten 
1:3,97 und fiir dasjenige von Gamgee und Jones 1:3,45. 
Die Differenz in den Werten ist natiirlich durch die Dar- 
stellungsmethoden begriindet und beweist nur, daB die Zu- 
sammensetzung dieser ,,Nucleoproteide“ stark wechseln kann. 
Bei der Darstellung des a-Nucleoproteides nach Umber 
werden z. B. die Pankreasdriisen bei Eiseskilte mit Wasser 
extrahiert, bei der Darstellung des Nucleoproteides nach 
Hammarsten werden sie mit Wasser ausgekocht. Es liegt 
auf der Hand, daB durch so verschiedene Verfahren nicht die 
cleichen Kérper erhalten werden kénnen. Man kann sich vor- 
stellen, daB durch die Behandlung bei Siedetemperatur die 
EiweiBkérper erheblich verindert werden; in unserem Falle 
scheint das Trocknen der frischen Driise mit Aceton gleichfalls 
eine Verinderung der KiweiBkérper hervorgerufen zu haben, 
Den dieser Veranderung zugrunde liegenden Ursachen niaher 
nachzugehen, ist aber sehr schwer. 


1) Zs. f. klin. Med. Bd. 40. 8. 464 (1900). 

2) Diese Zs. Bd. 19, S. 19 (1894); Bd. 35, S. 111 (1902). H. Steudel, 
Diese Zs. Bd. 53, S. 540 (1907). 

®) Hofmeisters Beitriige Bd. 4, S. 10 (1904). 
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Aus unseren Analysen geht ferner mit Deutlichkeit hervor, 
daB simtliche phosphorhaltige Substanz schon mit Wasser aus 
den Driisen extrahierbar ist. Denn die mit Natronlauge er- 
haltenen Extrakte haben einen Korper ergeben, der nach der 
Veraschung nur noch Spuren von Phosphorsiure enthielt. Und 
der dann noch vyerbleibende Riickstand war vollkommen 
phosphorfrei. Nach diesen Resultaten miissen also die nuclein- 
sauren Salze, seien es nun Salze der Nucleinsiure mit Eiweib 
oder einer anderen Base, in der Zelle in wasserléslicher Form 
vorhanden sein. In der intakten Zelle miissen Bedingungen 
vorhanden sein, die verhindern, daB diese gelésten Substanzen 
aus der Zelle heraustreten; wird die Zelle aber geschadigt, 
wie z. B. durch die Behandlung mit Aceton und das daraut- 
folgende Austrocknen, so kénnen die Stoffe in Lésung ge- 
bracht werden. Es miissen also ihnliche Verhiltnisse vorheger 
wie bei der Hefezelle. 

Was die Ausbeuten an Nucleoproteid betrifft, so sind aus 
13,5 kg frischer Driisen etwa 1640 g Trockenpankreas ge- 
wonnen, und von 1540 g verarbeiteten Trockenpankreas wurden 
63 g¢ Nucleinsubstanzen erhalten. Das ist sehr viel weniger, 
als friiher im hiesigen Laboratorium?) bei der Verarbeitung 
gréBerer Mengen Pankreasdriisen auf das Hammarstensche 
Nucleoproteid dargestellt werden konnten. Damals wurden 
aus 25,5 kg frischer Driisen etwa 500g Nucleinsubstanz er- 
halten; der Grund fiir die geringere Ausbeute ist in unserem 
Falle wohl darin zu suchen, daf die einzelnen Fraktionen von 
uns dieses Mal fiir sich verarbeitet wurden, dann sind die 
unvermeidlichen Verluste, besonders durch in Lésung ge- 
bliebenes Proteid, sehr viel gréBer. 

Um weiteren AufschluB iiber die als ,,Nucleoproteid* er- 
haltenen Niederschlige zu erhalten, wurden die Priiparate A—D, 
die alle die gleiche Zusammensetzung hatten, in gleicher Weise, 
jedesmal in Mengen von 20 g, weiterverarbeitet. Sie wurden 
mit sehr verdiinnter Natronlauge (20 ccm doppeltnormaler 
Natronlauge auf 1 Liter Wasser) in Liésung gebracht und mit 





) H. Steudel u. P. Brigl, Diese Zs. Bd. 68 S. 40 (1910). 
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CaCl,-Lisung ausgefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 
mit Wasser ausgewaschen und mit Alkohol und Ather ge- 
trocknet. Die Ausbeute an diesem Niederschlage (a) betrug 
i2,18 g. Das Filtrat wurde mit Essigsiiure ganz schwach an- 
sesiuert, dabei entstand ein spiirlicher Niederschlag (b), der 
ebenfalls abzentrifugiert und getrocknet wurde. Ausbeute: 
2,62g. Das nunmehrige Filtrat wurde mit einer CuCl,-Lisung 
ausgefallt. Der neue Niederschlag (c) wurde gleichfalls ab- 
zentrifugiert und getrocknet. Ausbeute: 8,25 g. Das kupfer- 
haltige Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff behandelt, vom 
Schwefelkupfer abfiltriert, der iiberschiissige Schwefelwasserstofi 
méglichst entfernt, die nunmehrige Reaktionsfliissigkeit auf 
5°/, Schwefelsiure gebracht und mit Phosphorwolframsiure 
ausgefallt. Die Fillung wird in bekannter Weise zersetzt, 
von Barium befreit und bei neutraler Reaktion im Vakuum 
eingeengt. Endlich wird mit Alkohol gefallt und es wird eine 
Fallung erhalten, die abzentrifugiert und im Vakuum getrocknet 
wird. Praparat d. Ausbeute: 9,1 g). 

Die Analyse der verschiedenen Niederschliige auf Phosphor 
und Stickstoff ergab folgende Resultate: 

Niederschlag a). 


0,1502 g neutralisieren 13,7 cem n/10-Siure = 12,78°/, N (Kjeldahl). 


0,1440 g os 13,0 eem ‘ = 12,65°/, N ms 
0,1515 g a 10,6 cem n/2-NaOH = 3,88°/, P (Neumann). 
0,1545 ¢ a 10,5 eem ss = 877°. F me 


Niederschlag b). 
0,2099 g neutralisieren 20,4 ccm n/10-Siure = 13,62°/, N (Kjeldahl). 
0,2472 g ‘i 24,3 cem " = 13,77°/, N " 
Phosphor ist nur in Spuren vorhanden. 
Niederschlag ¢). 


0,1775 g neutralisieren 17,1 cem n/10-Siiure = 13,50°/, N (Kjeldahl). 


0,1997 g 19,1 cem - = 13,40°/, N “ 
0,1809 ¢ ms 18,6eem n 2-NaOQH = 5,69°/, P (Neumann). 
0,1635 g = 16,7 eem . = §,66°, FP 2 


Niederschlag d). 
0,2201 ¢ neutralisieren 20.8 cem n/10-Saure = 13,24°/, N (Kjeldahl) 
0,1943 g s 18,4 ccm ne = 13,27°/, N i 
0,1434 g verlieren im Vakuum bei 80° 0,0121 g = 8,44°/, H,O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLY. 4 
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Auf wasserfreie Substanz umgerechnet enthilt also das Priiparat 
14,45 und 14,48°,, N. 

Phosphor ist in dem Préparat nicht vorhanden, dagegen sind mit 
Bariumchlorid geringe Mengen von Schwefelsiiure nachweisbar. In dem 
bei 80° bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrockneten Priiparat 
sind es 4,16 und 4,96°/, H,SQ,. 

0,1272 g liefern, mit Soda und Salpeter verascht, 0,0150 ¢ BaSO, 
= 4,96°/, H,SO,. 

0,3212 g liefern, mit Soda und Salpeter verascht, 0,0518 g BaSO, 
= 4,16°/, H,S80O,. 

Eine genauere Identifizierung der einzelnen Niederschlige 
ist sehr schwer. Sowohl das Praparat a) wie b) miissen 
gréBtenteils Nucleinséiuren enthalten. beide Priparate gaben 
aber noch Biuretreaktion, nicht sehr stark, aber doch deutlich. 
Wenn man nun das experimentell gefundene Verhiltnis von 
P zu N mit den theoretisch fiir die verschiedenen Nuclein- 
siuren verlangten vergleicht, so mu8 man den theoretischen 
gegeniiber zu hohe Werte fiir den Stickstoff wegen des Kiweib- 
gehaltes erhalten und man kann auf diese Weise nicht be- 
stimmen, um welche Nucleinsiiure es sich handelt. Gefunden 
ist z. B. im Praparat a) ein Verhiltnis P: N = 1:3,33 und in 
b) 1:2,37; demgegeniiber ist verlangt fiir Thymonucleinsiure 
1:1,69; fiir Guanylsiure 1:2,26; fiir Guanylnucleinséiure im 
Sinne von Feulgen’) 1:1,81 und im Sinne Hammarsten’) 
1:1,88. 

Wir haben versucht, uns iiber den Charakter des Prii- 
parates a) weiter zu orientieren und haben es nach dem Ver- 
fahren von E. Hammarsten auf Guanylnucleinsiure ver- 
arbeitet. Der so erhaltene Niederschlag ergab, mit Alkohol 
und Ather getrocknet, folgende Analysenwerte: 


0,1617 g neutralisieren 9,4 cem n/10-Siure = 8,15°/, N (Kjeldahl). 


0,1476 g as 8,9 cem 7 = 8,45°/, N om 
0,1635 g m 12,1 cem n/2-NaOH = 4,10°/, P (Neumann). 
0,1567 g 11,5 eem - = 4,06°/, P ‘a 


Die Substanz gab keine Biuretreaktion mehr und dem- 
entsprechend war das Verhiltnis P:N hier beweisender wie 





1) Diese Zs. Bd. 108, S. 147 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 109, S. 141 (1920). 


— 


Uber die Zellkernsubstanzen der Pankreasdriise. 51 


bei den oben genannten Priparaten. Es ist experimentell 
1:2,02 gefunden und entspricht fast dem fiir die Ham- 
marstensche Gunaylnucleinsiiure geforderten (1: 1,88). 

Wir glauben nicht, daB die geringen Mengen von Eiweil, 
die unseren Nucleinsiureniederschligen noch anhafteten, in 
irgendeiner Weise salzartig gebunden waren, sondern meinen, 
daB hier Adsorptionserscheinungen vorliegen. Wer versucht 
hat, Nucleinsiuren rein darzustellen, wird wissen, wie hart- 
nickig Verunreinigungen irgendwelcher Art von ihnen fest- 
cehalten werden. 

Was die Praparate b) und d) anbetrifft, so haben wir hier 
wohl den gleichen Kérper vor uns. Er gab simtliche Farben- 
reaktionen der KiweiBkérper, lieé sich in konzentrierter Lésung 
durch Ammonsulfat aussalzen, entsprach im allgemeinen weder 
einem Protamin noch einem Histon. Er gab z. B. keinen 
Niederschlag mit Ammoniak, eine Reaktion, die fiir Histon 
als charakteristisch gilt. Auch die Reaktion mit Salpetersiure 
war negativ, dagegen fiel der Kérper in 1°/,iger wiiBriger 
Lésung schon bei alkalischer Reaktion mit Phosphorwolfram- 
siure und bei neutraler Reaktion mit pikrinsaurem Natrium. 
Mit genuiner Eiweiblisung gab er keinen Niederschlag. 

Unser Eiweibkérper enthilt auch verhiltnismaBig nur 
wenig Stickstoff (14,45°/,), wihrend Protaminsulfat 20°/, und 
Histon 17°/, enthilt. Bezieht man simtlichen bei der Ver- 
aschung gefundenen Schwefel auf anorganische Schwefelsiure, 
so sind 4—5°/, gefunden, wihrend Protaminsulfat 20°/, enthalt. 

Nach alledem halten wir es nicht fiir ausgeschlossen, dab 
wir hier einen EiweiBkérper vor uns haben, der zwischen den 
Histonen und den iibrigen EiweiSkérpern seine Stellung hat. 
Khe wir diese Behauptung mit aller Bestimmtheit aufstellen, 
ist aber eine genauere Untersuchung des Eiweibkorpers er- 
forderlich; es soll auch bei der ferneren Untersuchung die 
Méglichkeit erwogen werden, ob doch nicht wahrend der Iso- 
lierung des neuen EiweiBkérpers schon eine Verinderung mit 
ihm vorgegangen ist. 




















Uber einige Umsetzungen des /-Methyl- 
3’-carbathoxypyrrols. 


Von 


H. Fischer und 0. Wiedemann. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 158. Marz 1926.) 


Fiir Synthesen im Blut- und Gallenfarbstoffgebiet sollten 
8-f’-substituierte Pyrrole von besonderem Wert sein. Nach- 
dem in diesen die sonst in der Pyrrolreihe so reaktionsfahigen 
a-Stellen unbesetzt sind, so war eigentlich zu erwarten, daf 


diese durch ganz besondere Umsetzungsfihigkeit ausgezeichnet _ 


seien. Von f-§’-substituierten Pyrrolen ist synthetisch bis jetzt 
von Piloty?) die §-Methyl-pyrrol-§-carbonsiure gewonnen 
worden, die er in f#-Methylpyrrol iibergefiihrt hat, ebenso hat 
derselbe Autor die #-Methyl-f-acetylpyrrol-g-carbonsiure isoliert, 
aus der das Methylacetylpyrrol erhaltlich ist, welches zurzeit 
mit Herrn Sturm einer naiheren Untersuchung unterzogen wird. 
Wir gewannen die Methyl-carbathoxypyrrol-2-carbonsiure nach 
der Pilotyschen Methode, und stellten zunichst aus dem bei 
der Synthese entstehenden Zwischenprodukt I 


H,C-C; —,C-COOC,H, 


HC. _JC-COOH 
NH 


die beiden Ester der folgenden Konstitution dar: 
H,C-C,——,C- COOC,H, H,C-C,_—,C CO00C,H, 
| | ; | TI | ; 
HC. _}C-C000,H, HC _'C-COOCH, 
NH NH 
Schon bei II und III stellte sich eine auBerordentliche Reaktions- 
triigheit heraus, die nicht zu erwarten war. 


1) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3749 (1914). 
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Durch Erhitzen von | iiber den Schmelzpunkt gelangten 
wir zum 3. Methyl-4-carbithoxypyrrol der Konstitution IV 


H,C-C_——C- C00C,H, 


Wir hatten erwartet, daB& IV sehr reaktionsfiihig sei: leider 
stellte sich genau das Gegenteil heraus.') Formaldehyd, 
Ameisensiure und Glyoxalkondensation waren negativ. Die 
Blausiureeinwirkung nach Fischer und Zerweck?”) ergab den 
schén krystallisierenden 3-Methyl-4-carbithoxy-e-Aldehyd, wobei 
die Stellung der Aldehydgruppe, ob in @- oder «’-Stellung, 
unentschieden war. Die Behandlung mit Hydrazin und Natrium- 
athylat nach Wolff-Kishner ergab in guter Ausbeute 2,3-D1- 
methylpyrrol der Konstitution V, 
H,C-C—,CH 
| vy 
H,C-CL_ Jon 
NH 
das als Pikrat durch Analyse und durch den Mischschmelz- 
punkt mit dem nach Piloty hergestellten Kérper identifiziert 
wurde. Der Aldehyd hat deshalb die Konstitutionsformel VI. 


H,C-C—C-C000,H, 


Kr wurde charakterisiert durch schén krystallisierende Derivate, 
Phenylhydrazon, Semicarbazon, Azlacton, Oxim, Nitril. 

Die Uberfiithrung des Oxims in das Nitril fihrten wir mit 
Hilfe von Essigsiureanhydrid durch; es entstand dabei als 


') Beim Methylacetylpyrrol verzeichnen wir die gleiche Inakti- 
vitit, ebenso bei dem mit Herrn Walach gewonnenen §-§’-Dimethy]- 
pyrrol. Bei letzterem schén krystallisierenden Pyrrol ist besonders auf- 
fillig die groBe Stabilitit. Durch die Substitution in §-Stellung mit 
freien a@-Stellen scheinen die sonst so aktiven Doppelbindungen des 
Pyrrolkerns in einen denen des Benzolkerns ‘hnlichen Zustand ver- 
wandelt zu werden, eine Tatsache, die vielleicht auch den merkwiirdigen 
benzoliihnlichen Geruch des @-6’-Dimethylpyrrols erklirt (Schmelzp. 33°). 

”) H. Fischer u. Zerweck, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1942 (1922). 
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Nebenprodukt ein an Stickstoff acetyliertes Nitril von der Kon- 
stitution VII. 
H,C-C——C- COOC,H, 
Vil 
N:C-C\ JCH 
N-CO-CH, 
Aldehyd VI kondensierte mit 3-Methyl-4-carbithoxypyrrol durch 
Kinwirkung von konzentrierter Salzsiure zum Bis-(3-methy|- 
4-carbathoxypyrryl)-methen-chlorhydrat (VIII) 
Vill 
H,C,00C-CC-CH, H,C-C-——C-C000,H, 
H-C\__ $c——CH-—=C_ cH | 
NH N- HCl 
Aus diesem Chlorhydrat konnte leicht das freie Methen ge- 
wonnen werden. In diesem Methen erwiesen sich leider die 
Methingruppen wieder als reaktionstrige. Ks gelang nicht zum 
Dialdehyd des Methens zu kommen. 
Aldehyd VI reagierte auch mit 2,4-Dimethyl-3-carbith- 
oxypyrrol zu dem gemischten Methen IX, mit dem bis jetzt 


IX 
H,C,00C-C;——C-CH, meng | 
aC, C-—H C._C-CH, 

NH N-HCl 


C-COOC.H. 


weitere Umsetzungen noch nicht gelungen sind; die Versuche 
werden jedoch fortgesetzt. 

Der Aldehyd VI wurde dann weiter nach Uberfiihrung 
in die freie Siure decarboxyliert zum Aldehyd X, der pracht- 


voll krystallisiert; infolge der schlechten Ausbeute konnte er 
bis jetzt noch keiner eingehenden Untersuchung unterzogen 
werden. 

Mit Hilfe von Acetonitril gelang es ohne Schwierigkeiten, 
das 3-Carbithoxy-4-methyi-5-acetylpyrrol zu erhalten. A priori 
ist anzunehmen, daB hier Acetyl- und Methylgruppen benach- 
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bart stehen in Analogie mit dem Aldehyd VI, fiir den ja ein 
strenger Strukturbeweis durchgefiihrt ist. Ganz analog be- 
wiesen wir auch hier die Nachbarstellung von Methyl- und 
Acetylgruppen. Durch Natriumithylat und Hydrazin liBt sich 
die Ketogruppe reduzieren. Man erhilt ein Athylmethylpyrrol, 
das ein schén krystallisierendes Pikrat bildet; nach der Analyse 
handelt es sich um das Pikrat einer Bis-Verbindung. Auber 
der Konstitution eines 2-Athyl-3-methylpyrrols kiime fiir das 
neue Pyrrol noch die eines 2-Athyl-4-methylpyrrols oder eines 
#-Methyl-6-athylpyrrols in Betracht. Beide scheiden aus, denn 
das zuerst genannte Pyrrol gibt nach einer Untersuchung mit 
Klarer?) kein Pikrat, ebensowenig das an zweiter Stelle ge- 
nannte, welches im Himopyrrolgemisch enthalten ist und aus 
diesem durch die Nichtméglichkeit der Pikratbildung isoliert 
wird. Hiernach ist die Konstitution des Pyrrols festgelegt im 
Sinne von Xi. 
H,C-C——.CH 
XI | : 

H,C,-C. CH 
NH 


Pi 
NI 


Wie schon erwahnt, enthilt das Pikrat 1 Mol. Pikrinsiiure auf 
2 Mol. Pyrrol in vélliger Analogie mit dem Verhalten des 
2,3-Dimethylpyrrols, dessen charakteristische Reaktion der 
leichte Ubergang in die Bis-Verbindung ist. 

Das vorhin erwihnte 3-Carbithoxy-4-methyl-5-acetylpyrrol 
lieB sich durch Alkali verseifen, die so erhaltene Carbonsiiure 
spaltet bei der trockenen Destillation Kohlendioxyd ab. Bei 
der Destillation erhilt man leicht das 2-Acetyl-3-methylpyrrol 
der Konstitution XII 





H,C-C-——,CH 
xX}. 
~ 
NH 
Die 3-Methyl-4-carbithoxypyrrol-5-carbonsiure (I) ging 
beim langen Kochen in Kisessig und Natriumacetat unter 


Wasserabspaltung in das entsprechende Pyrokoll der folgenden 


H,C-0G-C 


1) H. Fischer u. Klarer, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 442, 5. 1 
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Konstitution iiber, eine Reaktion, die von Ciamician und 
Schiilern gefunden und an zahlreichen Beispielen studiert wurde. 





rH,C,000-C CO CH : 
RON 
pie ae | 
H,C-C{ | | oo 
NN oN 
GC 60 -CO00C.H, 
H 





Weiterhin untersuchten wir eine Reihe von Carbithoxy- 
pyrrolen auf ihr Verhalten gegeniiber Hydrazin und es stellte 
sich heraus, daB die Reaktionsméglichkeit in hohem Ma8e von 
der Stellung der Carbithoxyreste zueinander abhingig ist. Mit 
2,4-Dimethyl-3,5-dicarbithoxypyrrol mit 2,5-Dimethyl-3, 4-di- 
carbathoxypyrrol und 2,5-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol trat 
keine Reaktion ein, wahrend bei Nachbarstellung in e—-Stel- 
lung der Carbathoxyreste glatt Reaktion eintrat. So erhielten 
wir aus 2,3-Dimethyl-4,5-dicarbaithoxypyrrol, ebenso vom 
3-Methyl-4,5-dicarbaithoxyprrol glatt Monohydrazide, die durch 
Derivate charakterisiert wurden. Beim laingeren Kochen trat 
auch noch Anhydrisierung mit der #-stindigen Carbathoxy- 
gruppe ein und es resultierte der durch groBe Stabilitat aus- 
gezeichnete Koérper XIV. 


XIV. 
CO 
H,C-C-——C~”_ \NH 
i | , 
H e. 'N 
Pn th \_ Na 
NH CO 


Aus dem Kaliumsalz von I wurde die #-Hydrazidsiure der 
Konstitution XV dargestellt. 


H,C-C; C-CO-NH-NH, 
Xv) 


‘ , t 
H-C\_C- COOH 
NH 





Von den Siureaziden zu den Aminen nach der Curtiusschen 
Methode zu gelangen, war nicht méglich. Azid und Urethan war 
noch isolierbar, aber die Verseifung zum Amin war nicht durch- 
fihrbar in Ubereinstimmung mit friiheren negativen Resultaten. 
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Von Piloty war schon aus 3-Methyl-4-carbathoxypyrrol- 
5-carbonsiure durch Verseifung und trockene Destillation das 
freie $-Methylpyrrol erhalten worden, das bei 45° bei 11 mm 
Druck als farbloses Ol iibergeht. In dieses Pyrrol fiihrten 
wir in «-Stellung zunichst den Carbithoxyrest ein, sodann die 
Formylgruppe und gelangten so zum Pyrrolaldehyd XVI, dessen 
Konstitutionsformel in bezug auf die relative Stellung der 
Formylgruppe zum Methylrest unsicher ist. 


H,C-C;-—_—_C-H 
a XVI H 
H,C,OO0C:.: CA -C <O 
NH 


Durch Reduktion nach Wolff und Kishner wire leicht eine 
Kntscheidung zu bringen, das Material hat jedoch nicht mehr 
gereicht. Der Aldehyd ist gekennzeichnet durch ein schén 
krystallisierendes Semicarbazon. 


Versuche. 
3-Methyl-4-carbathoxypyrrol-5-carbonsaure. (I). 


thre Darstellung erfolgt im allgemeinen nach der Vor- 
schrift Pilotys. Es empfiehlt sich, den angewandten Oxal- 
essigester in etwas weniger als der angegebenen Menge Kali- 
lauge zu lésen, das Aminoacetonchlorhydrat portionsweise inner- 
halb von 1—2 Tagen zuzugeben unter stindiger Priifung auf 
schwache Alkalitit und Schiitteln wihrend dieser Zeit. Hierauf 
laBt man die Kondensation noch 2 Tage bei gelinder Wirme 
(20—30°) stehen, und siuert dann unter starker Kiihlung mit 
50°) iger Essigsiure an, welche weniger verharzend auf geléste 
Beimengungen wirkt, filtriert den weibgelben Niederschlag ab 
und extrahiert ihn nach dem Trocknen mit Alkohol. Die er- 
reichte Ausbeute war schwankend je nach der Beschaffenheit 
des Rohaminoacetonchlorhydrats. Es wurden Ausbeuten bis 
zu 15°/, der Theorie erreicht. Die Estersiure krystallisierte 
in groBen prismatischen SpieBen vom Schmelzp. 196°. 
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3-Methyl-4,5-dicarbathoxypyrrol. (II). 

3 g Estersiure wurden fein pulverisiert und zu 20 ccm 
absolutem Alkohol gegeben. In diese Suspension wurde ein 
trockener Strom von Chlorwasserstoff eingeleitet bis zu einem 
HCl-Gehalt von 5°/,, der durch Gewichtszunahme festgestell! 
werden kann. Nach einigem Stehen wurde der gréBte Teil 
der Salzsiure und des Alkohols auf dem Wasserbad abgedampf: 
und der Rest der sauren Liésung unter Kithlung mit Natrium- 
carbonat neutralisiert. Der gebildete Ester wurde mit wenig 
Ather aufgenommen und hieraus mit Ligroin bei guter Kiihlung 
ausgefillt. Loésen in wenig Alkohol und vorsichtige Zugabe 
von Wasser liefert den Diester in fast farblosen derben 
Krystallen vom Schmelzp. 63°. 


0,1844 ¢ Substanz gaben 0,3974 g CO,, 0,1094 g H,O. 


0,1381 g m »  +%8cem N (18°, 221 mm). 
C.iH,;0,.N Ber. C 5867°,,  H 6,66%, N 6,22 %, 
Gef. ., 58,76 , 6,63 1» 6,29 


3-Methyl-4-carbathoxy-5-carbomethoxypyrrol. (iII). 

Die fein pulverisierte Estersiiure wird zu einer itherischen 
Lésung von Diazomethan gegeben, wobei fiir 1 ¢ Siure etwa 
1,5 g Nitrosomethylurethan (aus dem das Diazomethan her- 
gestellt wurde) erforderlich sind. Es tritt lebhafte Stickstoff- 
entwicklung ein, wihrend sich die Estersiiure auflést. Nach 
langerem Stehen wird der Ather im Vakuum abgedunstet und 
der zuriickbleibende Ester, nahezu rein, umkrystallisiert, indem 
man ihn in wenig Alkohol list und unter Eiskiihlung vorsichtig 
Wasser zutropfen laBt, bis beim Reiben mit einem Glasstab 
die ersten Anteile mit den Verunreinigungen ausfallen. Man 
filtriert diese ab und fallt durch weiteren Wasserzusatz den 
reinen Ester vollends aus. Ausbeute quantitativ. Schmelz- 
punkt 59°. 

0.1372 g Substanz gaben 10,00 ecm N (19°, 722 mm). 

Ber. N 6.64%), Gef. N 6,56 %. 


3-Methyl-4-carbathoxypyrrol. (iV). 
Die reine gut getrocknete Estersiiure wird in einem Schwert- 
kolben iiber ihren Schmelzpunkt vorsichtig erhitzt, wobei CO,- 
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Abspaltung eintritt und der einfache Kster als nahezu farb- 
loses Ol iibergeht, welches alsbald erstarrt. Der Ester ist in 
heiBem Ligroin oder viel heiBem Wasser léslich und daraus 
rein zu erhalten; gréBere Mengen werden in wenig Alkohol 
gelést und unter guter Kihlung durch vorsichtigen Wasser- 
zusatz ausgeschieden. Der Kster krystallisiert in nahezu farb- 
losen derben Krystallen vom Schmelzp. 73°. 


0,1497 g Substanz gaben 0.3447 g CO,, 0,0969 g H,O. 


0,1350 g ‘i » 11,2 cem N (18°, 715 mm). 
C,H,,0O,N Ber. C 62,71°%, H 7,249, N 9,15° 
Gef. ., 62,80 ee Pr ,»» 9,18 


2-Formyl-3-methyl-4-carbathoxypyrrol. (VI). 

2g Ester werden in etwa 10 ccm absoluten Ather gelist, 
1 ccm wasserfreie Blausiure zugegeben und unter guter Kiihlung 
mit Kaltemischung ein langsamer Strom von trockenem Chlor- 
wasserstoff bis zur Siattigung eingeleitet. Schon wibrend des 
Kinleitens scheidet sich das Imidchlorid in Form von Krystall- 
drusen ab. Nachdem der Versuch einige Stunden sich selbst 
iiberlassen blieb, saugt man ab, wiischt kurz mit absolutem 
Ather aus und lost in kaltem Wasser. Hierauf wird vom Un- 
gelésten abfiltriert und die Lésung auf dem Wasserbad er- 
wirmt. Der Aldehyd scheidet sich beim Erkalten in volu- 
mindsen Flecken aus. Er ist leicht léslich in Alkohol, Ather 
und Chloroform. Aus Wasser umkrystallisiert bildet er farb- 
lose lange Nadeln. Schmelzp. 121° EKhrlichs Aldehydreagens 
kalt negativ, in der Wirme positiv. 


0.1139 g Substanz gaben 0,2503 g CO,, 0,0631 g H,O. 


0,0982 ¢g - - 6.8 ecm N (19°, 733 mm). 
C,H,,0;N Ber. C 59,66°), H 6,08 °/, N %,74°%, 
Gef. ., 59,93 .. 6.19 « F200 


Reduktion des Aldehyds zu 2,3-Dimethylpyrrol. (V). 


2 g Aldehyd wurden mit Natriumithylat und Hydrazin 
im UberschuB (etwa 1 g Natrium in 20 cem Aikohol und 2 ¢ 
Hydrazinhydrat) im Bombenrohr etwa 6 Stunden auf 150—160° 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die ganze Masse mit 
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Wasser herausgespiilt und der Wasserdampfdestillation unter- 
worfen. Das Destillat wird ausgeiithert, der Ather verdampft 
und das dunkel gefiirbte riickstiindige Ol vorsichtig mit iithe- 
rischer Pikrinsiure versetzt. Nach einigem Reiben mit dem 
Glasstab und guter Kithlung scheidet sich das Pikrat in gelben 
Flocken aus. Es 1JaBt sich leicht aus Alkohol umkrystalli- 
sieren. Schmelzp. 146—147° Mischschmelzpunkt mit dem 
nach Piloty hergestellten Pikrat des 2,3-Dimethylpyrrol ergab 
keine Depression. 


3,27 mg Substanz ergaben 0,9330 cem N (16°, 725 mm). 
C,,H,,0,N; Ber. N 16,71°/, Gef. N 16,68°, 
2 Mol Pyrrol auf 1 Mol Pikrinsiiure.) 
Derivate des Aldehyds: 


Phenylhydrazon. 


Man loést 0,2 g Aldehyd in etwa 5 cem Alkohol, versetzt mit 
Phenylhydrazin und erwarmt 30 Minuten auf dem Wasserbad. Nach 
Zusatz von etwas Wasser und langsamem Erkalten erhaélt man das 
Phenylhydrazon in gelben Nadeln. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol- 
wasser wird es rein. Schmelzp. 154°. 


0,0891 g Substanz gaben 10,0 cem N (18°, 717 mm). 


C,,;H,,O.Ns Ber. N 15,50°/, Gef. N 15,68°/, 
Semicarbazon. 


Man lost 0,3 g Aldehyd in wenig Alkohol und setzt 0,2 g Semi- 
earbazid—Hydrochlorid in wenig Wasser und 0,2 g Kaliumacetat in 
Alkohol hinzu. Schwaches Erwirmen fihrt alsbald zur Krystall- 
abscheidung; nach lingerem Stehen wird das Semicarbazon durch Zusatz 
von Wasser vollends ausgefillt. Nach dem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Alkohol zeigt es den Schmelzp. 224°. 


0,0854 g Substanz gaben 17,8 cem N (18°, 732 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. N 238,48°/, Gef. N 23,55°/, 


Kondensationsprodukt mit Hippursiiure (Azlacton). 


0,2 g Aldehyd, 0,3 g Hippursiiure, 0,5 g Natriumacetat werden mit 
6 cem Essigsiureanhydrid versetzt und 40 Minuten auf dem Wasserbad 
erwirmt. Hierauf wird die Liésung in Wasser gegossen. Nachdem das 
Essigsiiureanhydrid sich zersetzt hat, wird die zuriickbleibende Substanz 
abfiltriert und aus Alkohol umkrystallisiert. Man erhalt das Azlacton 





in 
Sc 





Uber einige Umsetzungen des 9-Methyl-9’-carbithoxypyrrols. 61 


in guter Ausbeute in Form von gelben feinen Krystallbiischeln. 
Schmelzp. 192°. 
0,1127 g Substanz gaben 11.05 cem N (18°, 722 mm). 


Ber. N 8,62°), Gef. N 8,80°/). 


Oxim. 

Man lést 0,5 g Aldehyd in wenig Alkohol und setzt hierzu eine 
wiBrige Loésung von 0,4 g Hydroxylaminchlorhydrat, die mit fester 
Soda neutralisiert wurde. Nach kurzem Erwirmen fallt das Oxim auf 
Wasserzusatz als farbloser, fein krystalliner Niederschlag aus, der sich 
durch einiges Stehen noch vermehrt. Umkrystallisieren aus Alkohol- 
wasser ergibt das Produkt rein. Schmelzp. 167°. 

0,0850 g Substanz gaben 10,9 cem N (18°, 732 mm). 

Ber. N 14,28°, Yef. N 14,499). 


Uberfithrung des Oxims in das Nitril. 

0,2 g Oxim werden mit 0,2 g wasserfreiem Natriumacetat 
und 8 ccm Essigsiureanhydrid */, Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Die Lésung, welche sich dunkel gefarbt hat, wird 
hierauf in Wasser gegossen, wobei nach Auflésung des Kssig- 
siureanhydrids das Nitril als krystallisierter Niederschlag zuriick- 
bleibt. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol erhalt man es rein 
in glinzenden briunlichen Blittchen. Schmelzpunkt 135°. 

Aus der alkoholischen Mutterlauge fallt auf Zusatz von 
Wasser ein Koérper aus, der durch Umkrystallisieren aus 
Alkoholwasser in schénen farblosen Flocken erhalten wird. Die 
Analyse ergab, daB es sich um ein acetyliertes Nitril handelt. 


Nitril: 
4,550 mg Substanz gaben 10,120 mg CO,, 2,240 mg H,O. 
4,320 mg ss a 6,6247 ecm N (19°, 719 mm). 
CH Os Ber. C 60,63°/, H 5,61°/, N 15,73°%/, 
Gef. ,, 60,67 DDL ,, 15,99 


Acetyliertes Nitril: 
4,214 mg Substanz gaben 0,490 cem N (19°, 722 mm). 
C,,H1,03N, Ber. N 12,72°/, Gef. N 12,91°/, 


Bis- (3-methyl-4-carbathoxy-pyrryl|-methen-chlorhydrat. (VIII). 


Aquimolekulare Mengen Aldehyd und Ester werden trocken 
innig miteinander vermischt und unter Umriihren mit wenig 
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konzentrierter Salzsiure versetzt. Unter Dunkelfairbung tritt 
Lésung ein, und nach kurzem Reiben scheidet sich ploétzlich 
das Methenchlorhydrat als voluminéser roter Krystallbrei ab. 
Zur Reinigung wird die abfiltrierte Masse kalt in wenig 
Ameisensiure gelést und mit konzentrierter Salzsiiure aus- 
gefallt. Das Methenchlorhydrat ist in Alkohol, Eisessig, 
Wasser leicht, in Ather schwerer léslich. Es zersetzt sich in 
diesen Lésungsmitteln schon bei geringem Erwirmen. Schmelz- 
punkt 195°. 
4,356 mg Substanz gaben 0,3214 cem N (16°, 716 mm). 
C,,H,, N,O,Cl Ber. N 7,95°, Gef. N 8,26°/, 


Freies Methen. 


Man suspendiert das Chlorhydrat in Ather und schiittelt 
bis zur volligen Loésung mit verdiinntem NaOH. Das frei 
werdende Methen wird hierbei von dem Ather aufgenommen. 
Nach dem Verdunsten des Athers bleiben schén orangefarbene 
lange Nadeln zuriick, die durch Umkrystallisieren aus Alkohol 
gereinigt werden. Das freie Methen erwies sich als sehr be- 
stindig. Schmelzp. 129°. | 

3,584 mg Substanz gaben 0,2969 cem N (17°, 710 mm). 

C,,H,,0,N. Ber. N 8,84°/, Gef. N 9,10°/, 


Methenchlorhydrat aus Aldehyd VI und 2,4-Dimethyl-3-carb- 
athoxypyrrol. (IX). 

Aquimolekulare Mengen Aldehyd und Pyrrol wurden in 
wenig Alkohol gelést und einige Tropfen konzentrierte Salz- 
siure zugegeben. Nach kurzem Erwiarmen triibt. sich die 
Lésung und das salzsaure Methen fallt in roten Flocken aus. 
Ks wird durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus viel Alkohol 
in glinzenden rotgelben Nadeln erhalten, welche bei 190° 
sintern und bei 218° schmelzen. 

6,144 mg Substanz gaben 0,4263 cem N (18°, 724 mm). 

C,3H.sN,0,Cl Ber. N 7,64°/, Gef. N 1,75°/, 


2-Formyl-3-methylpyrrol-4-carbonsaure. 


0,5 g Aldehydester werden in wenig Alkohol gelést, 5ccm 
20°/,ige Kalilauge zugegeben. Man kocht etwa 1 Stunde 
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unter Riickflubkiihlung auf dem Wasserbad, dampft hierauf 
den gréBten Teil des Alkohols ab, verdiinnt mit Wasser und 
versetzt unter Eiskihlung mit verdiinnter Schwefelsiiure bis 
zur schwach sauren Reaktion. Nach dem Absaugen des 
Niederschlags wird mit warmem Wasser nachgewaschen. 

Umkrystallisiert aus Alkohol oder viel Wasser. Zur Ana- 
lyse wurde die Siure bei 230—240° sublimiert. Schmelz- 
punkt 255°. 

4,075 mg Substanz gaben 8,230 mg CO,, 1,770 mg H,O. 


0,1137 g > » 11,75 eem N (18°, 724 mm). 
C,H,O.N Ber. C 54,90° , H 4,57°/, N 9,15°/, 
Gef. ., 55,10 ,, 4,86 .. 9.24 


2-Formyl-3-methylpyrrol. (X\. 

Die Aldehydsiure wird im Olbad unter vermindertem 
Druck vorsichtig auf 190—200° erhitzt. Huierbei spaltet sich 
langsam Kohlensiure ab unter Dunkelfarbung und teilweiser 
Zersetzung. Der treie Aldehyd setzt sich hierbei in groBen 
farblosen Prismen an den Wanden des Glases fest. Schmelz- 
punkt 95°. 

7,078 mg Substanz gaben 0,832 ecm N (19°, 715 mm). 

C,H, NO Ber. N 12,97°/, Gef. N 12,93°,, 


2-Acetyl-3-methyl-4-carbathoxypyrrol. 

1 g trockenes 3-Athyl-4-carbiithoxypyrrol wurde mit 0,5 g 
trockenem Acetonitril in 15 com absolutem Ather geldst, und 
unter Kiihlung ein nicht zu schneller Strom von trockenem 
Chlorwasserstoff bis zur Sittigung eingeleitet. Nach mebhr- 
stiindigem Stehen scheidet sich das salzsaure Imin ab. Man 
filtriert und wischt mit absolutem Ather nach. Das salzsaure 
[min wird in Wasser gelést und kurze Zeit auf dem Wasserbad 
erwirmt. Beim Erkalten scheidet sich das Keton in farblosen 
Blattchen ab. Es 14Bt sich umkrystallisieren aus Alkohol- 
Wasser. Ehrlichs Reagens in der Kilte negativ, beim Er- 
warmen positiv. Schmelzp. 117°. 


6,915 mg Substanz gaben 0,441 ccm N (18°, 724 mm). 
C,,H,3;03N Ber. N 7,18°/, Gef. N 7,12°/,. 
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konzentrierter Salzsiure versetzt. Unter Dunkelfarbung tritt 
Lésung ein, und nach kurzem Reiben scheidet sich plotzlich 
das Methenchlorhydrat als voluminéser roter Krystallbrei ab. 
Zur Reinigung wird die abfiltrierte Masse kalt in wenig 
Ameisensiure gelést und mit konzentrierter Salzsiiure aus- 
gefallt. Das Methenchlorhydrat ist in Alkohol, KEisessig, 
Wasser leicht, in Ather schwerer ldslich. Es zersetzt sich in 
diesen Lésungsmitteln schon bei geringem Erwirmen. Schmelz- 
punkt 195°. 
4,356 mg Substanz gaben 0,3214 cem N (16°, 716 mm). 
C,,H,,N,0,Cl Ber. N 7,95°/, Gef. N 8,269), 


Freies Methen. 


Man suspendiert das Chlorhydrat in Ather und schiittelt 
bis zur vodlligen Lésung mit verdiinntem NaOH. Das frei 
werdende Methen wird hierbei von dem Ather aufgenommen. 
Nach dem Verdunsten des Athers bleiben schén orangefarbene 
lange Nadeln zuriick, die durch Umkrystallisieren aus Alkohol 
gereinigt werden. Das freie Methen erwies sich als sehr be- 
stiindig. Schmelzp. 129° 

3,584 mg Substanz gaben 0,2969 cem N (17°, 710 mm). 

C,,H.,0,N. Ber. N 8,84°/, Gef. N 9,109), 


Methenchlorhydrat aus Aldehyd VI und 2,4-Dimethyl-3-carb- 
athoxypyrrol. (IX). 

Aquimolekulare Mengen Aldehyd und Pyrrol wurden in 
wenig Alkohol gelést und einige Tropfen konzentrierte Salz- 
siure zugegeben. Nach kurzem Erwarmen triibt. sich die 
Lésung und das salzsaure Methen fallt in roten Flocken aus. 
Es wird durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus viel Alkohol 
in glainzenden rotgelben Nadeln erhalten, welche bei 190” 
sintern und bei 218° schmelzen. 

6,144 mg Substanz gaben 0,4263 cem N (18°, 724 mm). 

C,.H.,N,0,Cl Ber. N 7,64%/, Gef. N 17,75°), 


2-Formyl-3-methylpyrrol-4-carbonsaure. 


0,5 g Aldehydester werden in wenig Alkohol gelést, 5 ccm 
20°/,ige Kalilauge zugegeben. Man kocht etwa 1 Stunde 
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unter Riickflubkiihlung auf dem Wasserbad, dampft hierauf 
den gréBten Teil des Alkohols ab, verdiinnt mit Wasser und 
versetzt unter Eiskiihlung mit verdiinnter Schwefelsiiure bis 
zur schwach sauren Reaktion. Nach dem Absaugen des 
Niederschlags wird mit warmem Wasser nachgewaschen. 

Umkrystallisiert aus Alkohol oder viel Wasser. Zur Ana- 
lyse wurde die Saure bei 230—240° sublimiert. Schmelz- 
punkt 255°. 


4,075 mg Substanz gaben 8,230 mg CO,, 1,770 mg H,O. 


0,1137 ¢ a » 11,75 cem N (18°, 724 mm). 
C,H,O.N Ber. C 54,90°, H 4,57°), N 9,95°/, 
Gef. ,, 55,10 », 4,86 5, 9,24 


2-Formyl-3-methylpyrrol. (X). 

Die Aldehydsiiure wird im Olbad unter vermindertem 
Druck vorsichtig auf 190—200° erhitzt. Huierbei spaltet sich 
langsam Kohlensiure ab unter Dunkelfirbung und teilweiser 
Zersetzung. Der freie Aldehyd setzt sich hierbei in groBen 
farblosen Prismen an den Winden des Glases fest. Schmelz- 
punkt 95°. 

7,078 mg Substanz gaben 0,832 ecm N (19°, 715 mm). 


C,H, NO Ber. N 12,97°, Gef. N 12,93°), 


2-Acetyl-3-methyl-4-carbathoxypyrrol. 

1 g trockenes 3-Athyl-4-carbiithoxypyrrol wurde mit 0,5 ¢ 
trockenem Acetonitril in 15 com absolutem Ather geldst, und 
unter Kiihlung ein nicht zu schneller Strom von trockenem 
Chlorwasserstoff bis zur Sittigung eingeleitet. Nach mehr- 
stiindigem Stehen scheidet sich das salzsaure Imin ab. Man 
filtriert und wischt mit absolutem Ather nach. Das salzsaure 
Imin wird in Wasser gelést und kurze Zeit auf dem Wasserbad 
erwirmt. Beim Erkalten scheidet sich das Keton in farblosen 
Blattchen ab. Es 14Bt sich umkrystallisieren aus Alkohol- 
Wasser. Ehrlichs Reagens in der Kialte negativ, beim Er- 
warmen positiv. Schmelzp. 117°. 


6,915 mg Substanz gaben 0,441 cem N (18°, 724 mm). 
C,,H,,0,N Ber. N 7,18°/, Gef. N 7,12°/,. 
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Reduktion des 2-Acetyl-3-methyl-4-carbathoxypyrrol zu 
2-Athyl-3-methylpyrrol. (XI). 

1g des Acetylpyrrols wurde im Uberschu8 mit Natrium- 
ithylat (0,5 g Natrium auf 10ccm absolutem Alkohol) und 1¢ 
Hydrazinhydrat im Bombenrohr 6 Stunden auf 150° erhitzt. 
Nach dem Erkalten wurde der Inhalt mit Wasser heraus- 
gespiilt und der Wasserdampfdestillation unterworfen. Das 
Destillat wird mit Ather ausgeschiittelt, der Ather verdampft. 
und das zuriickbleibende braune Ol mit iitherischer Pikrin- 
siure versetzt. Durch Reiben und gute Kiihlung scheidet 
sich das Pikrat aus, das durch mehrmaliges Umkrystallisieren 


‘aus Alkohol rein erhalten wurde. Schmelzp. 137°. Wie beim 


Pikrat des 2,3-Dimethylpyrrols (Piloty) kommt auch beim 
Pikrat dieses Pyrrols 1 Mol. Pikrinséiure auf 2 Mol. Pyrrol. 
5,059 mg Substanz gaben 0,718 cem N (16°, 712 mm). 
CHa N,O, Ber. N 15,67°/, Gef. N 15,71°/, 


2-Acetyl-3-methylpyrrol-4-carbonsaure. 
0,5 g des 2-Acetyl-3-methyl-4-carbithoxypyrrol werden in 
5 ccm Alkohol in der Wirme gelést und 0,2 g KOH in 3 ccm 
H,O zugegeben. Nach '/,stiindigem Krhitzen auf dem Wasserbad 
wird der Alkohol abgedampft, die alkalische Lésung auf etwa 
100 ccm verdiinnt und kalt in verdiinnte Schwefelsiure filtriert. 
Die Saiure wird abgesaugt, man wischt sie auf der Nutsche 
gut mit Wasser aus und streicht auf Ton. Zur Reinigung 
wurde in verdiinnter NaOH gelést und unter Kihlung mit 
verdiinnter Saiure ausgefillt. Der K6rper wurde zur Analyse 
bei 250—260° sublimiert, was sich in guter Ausbeute durch- 
fiihren lie8. Schmelzp. 272°. 
6,292 mg Substanz gaben 0,487 cem N (20°, 722 mm). 
C,H,O,N Ber. N 8,38°/, Gef. N 8,56°/, 


2-Acetyl-3-methylpyrrol. (XII), 

Die Carbonsiure wird in einem Schwertkolben im CO,- 
Strom zum Schmelzen erhitzt; sie spaltet Kohlensiure ab und 
destilliert bei weiterem Erhitzen als nahezu farblose Fliissigkeit 
iiber, die schnell zu einer Krystallmasse erstarrt. Umkry- 
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stallisiert aus Alkohol-Wasser erhiilt man sie in leicht gelb- 
lichen blittchen vom Schmelzp. 98°. 


4,369 mg Substanz gaben 0,4537 cem N (20°, 722 mm). 
C,H,NO Ber. N 11,38°/, Gef. N 11,49°/, 


2-Chloracetyl-3-methyl-4-carbathoxypyrrol. 

Man lost 0,2 g getrocknetes 2-Methyl-4-carbiithoxypyrrol in 
absolutem Ather, gibt 0,15 ¢@ Chloracetonitril hinzu und siittigt 
die Lésung bei Eiskiithlung mit trockenem Chlorwasserstofi. 
Ks scheiden sich bald weife Krystalldrusen des salzsauren 
[mins ab, die nach mehrstiindigem Stehen abgesaugt, mit 
Ather gewaschen, und mit kaltem Wasser unter Zusatz von 
verdiinntem Ammoniak zersetzt werden. Nach kurzem Er- 
wirmen scheidet sich aus der Lisung das Chloracetylprodukt 
ab, das aus viel Wasser oder Alkohol umkrystallisiert werden 
kann und hierbei in groBen flachen Nadeln erhalten wird. 
Schmelzp. 115°. 


0,1410 g Substanz gaben 7,90 eem N (18°, 713 mm). 
C,,H,,0,NCl Ber, NW 6,11’, Gef. N 6,17°/, 


Darstellung eines Dimethyl-dicarbathoxy-pyrokolls. 

1 g 3-Methyl-4-carbithoxypyrrol-5-carbonsiiure wurde 
12 Stunden mit 1g wasserfreiem Natriumacetat in 10 ccm 
Kssigsiureanhydrid im ofienen Bombenrohr gekocht, wobei 
der Inhalt sich nach und nach dunkel firbte. Nachdem man 
das iiberschiissige Essigsiureanhydrid mit viel Wasser durch 
Stehenlassen zersetzt hat, wird der Riickstand abfiltriert und 
aus Alkohol umkrystallisiert. Schidne, hellgelbe Flocken, 
Schmelzp. 168°. Schwer léslich in Wasser und Ligroin. 

3,762 mg Substanz gaben 0,2626 ccm N (18°, 724 mm). 

C. FiO Ber. N 7,83°/, Gef. N 7,80°/, 


3-Methyl-4-carbathoxypyrrol-5-carbonsaurehydrazid. 

2,5 g 3-Methyl-4,5-dicarbiithoxypyrrol wurden in 20 ccm 
absolutem Alkohol geliést und 1,5 ¢ Hydrazinhydrat zugegeben. 
Man kocht etwa 20 Minuten auf dem Wasserbad, wihrend- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLV. 5 
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dessen die Ausscheidung eines weifes Niederschlags beginnt. 


Nach dem Erkalten wird der Krystallbrei abgesaugt und aus 
Alkohol umkrystalliert. Man erhilt das Hydrazid in glinzenden 


scharfkantigen Blattchen, die den Schmelzp. 165° aufweisen. 


2,853 mg Substanz gaben 5,344 mg CO,, 1,536 mg H.O. 


5,320 mg = » 0,959 cem N (18°, 716 mm). 
C,H,,0,N, Ber. C 51,15,  H 6,20°%,  N 19,90%, 
Gef. ,, 51,09 , 602%, — ,, 19,92 


Weiteres Einwirkungsprodukt von Hydrazinhydrat auf 
3-Methyl-4,5-dicarbathoxypyrrol. (Pyrryldiketodiazin.) 


Durch vierstiindiges Kochen des Diesters in wenig abso- 
lutem Alkohol mit iiberschiissigem Hydrazinhydrat  scheidet 
sich ein weiBes Krystallpulver ab, das, in allen gebriuchlichen 
Lésungsmitteln nahezu unldéslich, aus viel EKisessig umkry- 
stallisiert werden kann. Zur Analyse wurde der Ko6rper bei 
290—310° sublimiert, wobei er in feinen, federférmigen Kry- 
stallen erhalten werden kann; ein Teil erleidet hierbei Zer- 
setzung. Bei 360° auf dem Metallblock war der Kérper noch 
nicht geschmolzen. 


3,965 mg Substanz gaben 7,380 mg CO,, 1,600 mg H,0. 


3,285 mg e » 09,7497 cem N (17°, 725 mm). 
C,H,N,O, Ber. C 50,89°/, HH 4,28%  N 25,46°/, 
Gef. ,, 50,76 4,51 1» 25,63 


3-Methylpyrrol-4-carbonsaure-hydrazid-5-carbonsaure. 


a) Darstellung des Kaliumsalzes der Kstersiure: 


0,5 g Estersiure wurden in 5 ccm Alkohol unter Erhitzen 
gelést und die berechnete Menge alkoholische Kalilauge 
(0,14 g KOH in Alkohol) hinzugegeben. Alsbald tribt sich 
die heiBe Fliissigkeit und das Kaliumsalz fallt als glinzendes 
feines Krystallpulver aus. 


b) Darstellung des #-Saurehydrazids: 
Durch zweistiindiges Kochen des Kaliumsalzes mit iiber- 


schiissigem Hydrazinhydrat in alkoholischer Lésung, Verdiinnen 
mit Wasser und Ansiiuern gewinnt man die Hydrazidsiiure in 
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farblosen Krystallen, welche sich aus Eisessig oder Alkohol 
umkrystallisieren lassen. Schmelzp. 235°. 


4,036 mg Substanz gaben 0,8212 cem N (16°, 716 mm). 
C,H,0,N; Ber. N 22,94°/, Gef. N 22,65°/, 


Derivate des Pyrryl-a-siiturehydrazids, 


a) Benzoylhydrazid: 


Man versetzt eine Lésung von 0,1 g Hydrazidehlorhydrat in Wasser 
mit 0,1 g Benzoylchlorid. Nach kriiftigem Schiitteln und einigein Stehen 
wird der entstandene Krystallbrei abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp, 232’. 


6,035 mg Substanz gaben 0,7301 cem N (18°, 724 mm). 
C,¢H,,04N; Ber. N 13,35°/, Gef. N 13,72°/, 


b) Phenylthiosemicarbazid: 


Das Hydrazid wird in absolutem Alkohol gelést und die berech- 
nete Menge Phenylsenf6l zugegeben. Man erhitzt '/, Stunde auf dem 
Wasserbad; bei Zusatz von wenig Wasser fallen farblose Krystalle aus. 
Umkrystallisieren aus Alkohol liefert den Kérper in glitzernden Blitt- 
chen. Schmelzp. 185°. 


5,333 mg Substanz gaben 0,780 cem N (17°, 719 mm). 
C,,H,,0,N,8 Ber. N 16,19°%/, Gef. N 16,29%, 


c) Kondensationsprodukt mit Glyoxal: 


Man lést das Hydrazid in absolutem Alkohol, gibt twberschiissige 
10°/,ige alkoholische Glyoxallésung zu und 1—2 Tropfen konzentrierte 
Salzsiiure. Nach kurzem Erwirmen fillt das Kondensationsprodukt als 
feines Krystallpulver aus. Es lift sich aus viel Eisessig umkrystalli- 
sieren. Schmelzp. (Metallblock) 330°. 


4,348 mg Substanz gaben 0,743 ccm N (19°, 718 mm). 
C..§ ON, Ber. N 18,92°/, Gef. N 18,897, 


d) Kondensationsprodukt mit 2-Formy1l-3-methyl-4-carbiith- 
oxypyrrol. 


Aquimolekulare Mengen Hydrazid und Aldehyd in absolut alko- 
holischer Lésung werden mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsiiure 
versetzt und kurze Zeit erwiirmt. Nach dem lrkalten scheidet sich das 


5* 











68 H. Fischer u. O. Wiedemann, 


Kondensationsprodukt in gelben Flocken aus. Nach Umkrystallisieren 
aus Alkohol zeigt es den Schmelzp. 221°. 
4,806 mg Substanz gaben 0,6478 cem N (18°, 724 mm). 
C.,,H,,0,N, Ber. N 14,97°/, Gef. N 15,06°/, 


Chlorhydrat des 3-Methyl-4-carbathoxypyrrol-5-carbonsaure- 
hydrazids. 


2 g Hydrazid werden unter schwachem Erwiirmen in 20 
bis 25 ccm absolutem Alkohol gelést und unter Kiihlung ein 
trockener Strom von Chlorwasserstoff eingeleitet. Das salz- 
saure Salz fillt in voluminésen Flocken aus, die das ganze 
GefaiB erfiillen; nach einigem Stehen in der Kilte wird abfil- 
triert. und der Riickstand mit wenig Alkohol ausgewaschen. 


Das Chlorhydrat ist leicht léslich in Wasser, weniger leicht 
in Alkohol. 


3-Methyl-4-carbathoxypyrrol-5-carbonsaure-azid. 


Das salzsaure Salz wird unter kurzem Erwirmen in etwa 
der zehnfachen Menge Wasser gelést und unter starker Kihlung 
mit Kiskochsalz-Mischung die berechnete Menge Natriumnitrit 
in Wasser gelést in kleinen Portionen unter Umriihren zu- 
gegeben. Schon beim ersten Tropfen triibt sich die Lésung und 
das Azid scheidet sich in weiBen Flocken ab. Sobald freie 
salpetrige Siure in der Lésung nachweisbar ist, wird die Zu- 
gabe von Natriumnitrit unterbrochen und 30 Minuten kalt 
stehen gelassen. Hierauf wird der Niederschlag abgesaugt und 
mit Wasser ausgewaschen. Das Azid ist gegen Wirme sehr 
empfindlich und in feuchtem Zustand schnell hinfallig. Nach 
dem Trocknen im H,SO,-Exsiccator ist es bestindiger. Das 
Rohprodukt zeigte bei etwa 80° explosionsartige Zersetzung. 
Ks wurde sogleich weiter verarbeitet zu 


3-Methyl-4-carbathoxypyrrol-5-carbaminsaure-methylester. 
0,5 g Azid wurden unter Riickflu8 mit 20 ccm absolutem 
Methylalkohol etwa 4 Stunden gekocht. Es tritt hierbei 
schwache Stickstoffentwicklung auf. Die alkoholische Lésung 
wurde hierauf eingeengt und durch Wasserzusatz in haarfeinen 
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leicht rétlich gefarbten Nadeln ausgefallt. Umkrystallisieren 
aus Alkohol-Wasser liefert den Kérper fast farblos und rein. 
Er erwies sich unbegrenzt haltbar und bestandig bei kurzem 
Kochen mit verdiinnter Saéure oder Lauge. Schmelzp. 108°. 


2,445 mg Substanz gaben 4,778 mg CO, und 1,308 mg H,0. 


4,450 mg : » 90,4978 com N (14°, 725 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. C 53,08 °/, H 6,23°/, N 12,40°/, 
Gef. ,, 53,29 » 508 » 12,69 


3-Methylpyrrol-4,5-dicarbonsaure. 


Man lést 0,5 g¢ Estersiure in wenig Alkohol, gibt einen 
UberschuB KOH (0,4 g auf 2 ccm Wasser) hinzu und kocht 
eine Stunde unter Riickflub. Hierauf wird der Alkohol in 
einer Porzellanschale abgedampft, der Riickstand mit Wasser 
versetzt und in der Eiskilte unter Riihren mit verdiinnter 
Salzsiure angesiiuert, wobei ein zu groBer UberschuB an Siiure 
zu vermeiden ist. Die Disiure fillt als weiBer Niederschlag 
aus; er wird mit warmem Wasser ausgewaschen, in verdiinnter 
Lauge gelést und mit Siure in der Kilte wieder ausgefiillt. 
Schmelzp. 221° 


4,895 mg Substanz gaben 8,970 mg CO, und 1,770 mg H,0O. 


0,1422 ¢ = ,, 13,00 cem N (19°, 720 mm). 
C,H,0,N Ber. C 49,70°/, H 4,14°/, N 8,28, 
Gef. ,, 50,00 »» 4,07 » 9,25 


2-Carbathoxy-3-methylpyrrol. 

Das freie 8-Methylpyrrol wurde nach der Vorschrift von 
Piloty und Hirsch’) hergestellt. 

Es wurde auf die iibliche Weise eine Grignardlésung her- 
gestellt aus 1,5 g Bromithyl, 0,35 ¢ Magnesiumspinen und 
10 com absoluten Ather. Nachdem sich der gréBte Teil des 
Magnesiums durch Erwiirmen auf dem Wasserbad gelést hat, 
laBt man zu dieser Lésung 0,85 g 8-Methylpyrrol in 3 ccm 
Ather hinzutropfen. Jeder Tropfen erzeugt eine lebhafte Re- 
aktion, und es tritt Dunkelfirbung ein. Nach einstiindigem 





) Liebigs Ann. d. Chem, 395, 8, 70 (1912). 








eT gE nS rE TE Tom II Rg Ie INNES SEM A OT RE ONL ET 2 RIE AT - 





70 H. Fischer u. O. Wiedemann, 


Kochen laBt man eine Lésung von 1,1 g Chlorkohlensiureester 
in absolutem Ather hinzutropfen. Es erfolgt lebhafte Reaktion 
und die Fliissigkeit farbt sich gelb. Man erwirmt noch einige 
Stunden auf dem Wasserbad, wobei sich ein brauner Boden- 
satz bildet, und versetzt darauf in EKiskalte mit einer ge- 
siittigten Ammoniumchloridlésung. Nun wird mit Ather aus- 
geschiittelt, der Ather verdampft und die zuriickbleibende 
dunkle Fliissigkeit im Vakuum méglichst eingedunstet. Durch 
Abkihlung krystallisiert das «@-Carbithoxypyrrol in feinen 
Blattchen, die auf Ton gestrichen und hierauf aus Alkohol- 
Wasser unter Reiben und guter Kiihlung umgefallt werden. 
Schmelzp. 56°. 


3,835 mg Substanz gaben 8,845 mg CO, und 2,415 mg H,0. 


5,419 mg “ »  0,43861 cem N (17°, 720 mm). 
C.H,,NO. Ber. C 62,71°/, H 7,24°/, N 9,15°/, 
Gef. ,, 62,76 , 7,04 , 8,97 


2-Carbathoxy-3-methyl-5-formylpyrrol. 


0,2 ¢ a-Carbiathoxypyrrol werden in 5 ccm absolutem 
Ather gelést, 0,5 ccm wasserfreie Blausiiure zugegeben, und 


unter guter Kiihlung ein trockener Strom von Chlorwasserstoff 


elngeleitet. Nach einer Stunde beginnt sich das salzsaure Imin 
abzuscheiden. Der Versuch wird langere Zeit sich selbst iiber- 
lassen, hierauf der Niederschlag abgesaugt, mit absolutem Ather 
nachgewaschen und mit kaltem Wasser zersetzt. Durch mehr- 
maliges Umkrystallisieren aus Wasser erhalt man den K6rper 
rein, Schmelzp. 107°. 


3,713 mg Substanz gaben 0,2607 cem N (19°, 724 mm). 
C,H,,0,N Ber. N 7,74°/, Gef. N 7,81°/, 


Semicarbazon. 


0,02 g Aldehyd, 0,02 g Semicarbazidhydrochlorid werden mit 0,02 g 
Caleciumacetat in wenig Alkohol gelést und kurze Zeit erwiirmt. Nach 
dem Erkalten scheiden sich glitzernde Krystalle ab, die aus verdiinntem 
Alkohol umgefiallt werden. Schmelzp. 230°. 


2,450 mg Substanz gaben 0,5145 cem N (19°, 712 mm). 
C,,H,,O,N, Ber. N 23,43°/, Gef. N 23,15°, 
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Destillation des Bariumsalzes cer 3-Methyl-4-carbathoxypyrrol- 
5-carbonsaure. 


Das Bariumsalz wurde hergestellt durch Zugabe der be- 
rechneten Menge von entwissertem Bariumhydroxyd in abso- 
lutem Alkohol gelést, zu einer Lisung der Estersiiure in Al- 
kohol und Abdampfen desselben. Beim EKrhitzen des Salzes 
fiirbt sich dieses dunkel und es destilliert ein braunes O1 ab, 
das sich als 3-Methyl-4-carbithoxypyrrol erwies. 
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Uber 2-Methy]-3-carbithoxypyrrol, seine Umsetzung 
zu einem stabilen Tripyrrylmethan und Tetrapyrrylathan, 
sowle weitere Synthesen. 

Von 


Hans Fischer und: Fritz Sehubert. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Marz 1926.) 


Durch die intensive Bearbeitung der Pyrrolchemie in den 
letzten Jahren hat sich immer mehr der auferordentliche Ein- 
flu8 der Substituenten auf die Reaktionsfihigkeit der Pyrrole 
herausgestellt. Aus diesem Grunde gerade schien die Unter- 
suchung von «,/-substituierten Pyrrolen, die durch groBe 
Aktivitit ausgezeichnet und noch wenig untersucht sind, von 
besonderem Interesse. Das 2-Methyl-3-carbathoxypyrrol ist 
nun durch eine Untersuchung von Benary aus dem Jahre 1911?) 
bequem ringsynthetisch zuginglich geworden und wir beniitzten 
es fiir eine Reihe von Umsetzungen. Charakterisiert wurde 
es noch durch einen schon krystallisierenden Azofarbstoff mit 
Diazobenzolsulfosiure. Bei der Gattermannschen Aldehyd- 
synthese verhilt sich das Pyrrol vollkommen ,,normal*; man 
erhilt in guter Ausbeute den Aldehyd, der durch Oxim, Pheny]- 
hydrazon, Semicarbazon charakterisiert wurde. Der Aldehyd 
ist reaktionsfihig und léBt sich glatt mit Malonester, Cyan- 
essigester, Malodinitril zu den entsprechenden substituierten 
Vinylderivaten kondensieren, ebenso mit Aceton, Methylathyl- 
keton und Benzophenon zu den entsprechenden ,,Chalkonen“, 


1) Chem. Ber. Bd. 44, 8. 495 (1911); vgl. auch Ciamician, Chem. 
Ber. Bd. 14, S. 1056 (1881). 





Uber 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol, seine Umsetzung usw. 73 


die noch einer weiteren Bearbeitung unterzogen werden sollen. 
Die katalytische Hydrierung des Aldehyds mit Platin in 96°/,igem 
Alkohol fiithrte zu dem schén krystallisierenden Alkohol (I), der 
C,H,00C—_,C-H 
CH,-C ie _-C-CH,OH 
NH 

unter Abspaltung von Formaldehyd schmilzt, eine Eigenschaft, 
die er mit vielen schon friiher beobachteten Pyrrolalkoholen 
teilt..) Beim Kochen des Alkohols in Eisessig erhilt man 
einen schén krystallisierten Koérper vom Schmelzpunkt 332°, 
der auch erhalten wird, wenn man die katalytische Reduktion 
des Aldehyds in Eisessig vornimmt. Der Kérper erwies sich 
als identisch mit dem Kondensationsprodukt von Methylcarb- 
iithoxypyrrol mit Formaldehyd und es wire das Nachstliegendste, 
ihn als das Methan anzusprechen. Die Analysen ergaben je- 
doch einen héheren Wert, auch die Molekulargewichtsbestim- 
mung sprach fiir ein gréBeres Molekiil. Die Analysen stimmen 
am ehesten auf eine Verbindung zweier Pyrrolkerne durch 
zwei Methylengruppen; jedoch haben wir einen Beweis fiir diese 
Auffassung noch nicht erbringen kénnen. Die Untersuchungen 
sollen gelegentlich fortgesetzt werden. 

Weiterhin haben wir das «-Methyl-f-carbathoxypyrrol nach 
Feists Methode?) zu Dipyrrylphenylmethanen kondensiert, Re- 
aktionen, die ohne weitere Schwierigkeiten gelangen. Benz- 
aldehyd, p-Tolylaldehyd, p-Nitrobenzaldehyd, p-Dimethylamido- 
benzaldehyd gaben schén_ krystallisierende Verbindungen; 
letztere war mit Eisenchlorid zu eimem violetten Farbstoft 
oxydationsfahig. 

Acetaldehyd, Methylithylketon, Acetophenon, Benzophenon 
und andere Aldehyde und Ketone reagierten ebenfalls in glatter 
Ausbeute zu den entsprechenden Tri- bzw. Tetramethanderi- 
vaten. Mit Benzophenon wurde auch 2,4-Dimethyl-3-carbath- 


1) H. Fischer und Stern, Uber substituierte Pyrrolalkohole, 
Pyrrolthioaldehyde und ein Pyrrylamin, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 446, 
S. 229 (1926). 

*) F, Feist, Chem. Ber. Bd. 35, 8S. 1647 (1902). 
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oxypyrrol mit positivem Erfolg kondensiert. Von den Eigen- 
schaften des Kondensationsproduktes zwischen unserem Pyrro! 
und Aceton ist noch die T'atsache erwihnenswert, daB das 
Bis(-2-Methyl-3-carbithoxypyrryl)-dimethylmethan durch Lin- 
wirken von Chloracetonitril oder wasserfreier Blausiure glatt 
spaltbar ist zu dem entsprechenden Keton bzw. Aldehyd. Diese 
Tatsache findet deshalb Interesse, weil hiernach es nicht aus- 
geschlossen erscheint, da’ auch die Leukoverbindungen der 
Porphyrine bzw. das Mesobilirubinogen unter ‘hnlichen Ver- 
haltnissen spaltbar sein werde. Wir beabsichtigen, solche Ver- 
suche gelegentlich durchzufiihren. 

Von besonderem Interesse waren die Umsetzungen des 
2-Methyl-3-carbithoxy-5-formylpyrrols sowohl mit sich selbst 
wie mit «,$-Methylcearbithoxypyrrol. In Alkohol unter Zusatz 
von einigen Tropfen konzentrierter Salzsiure entstand in guter 
Ausbeute das Tripyrrylmethanderivat der Konstitution II: 


I 
C,H,—Ccoo— “4 \CH HC; —C- COOC.H, 
| H \ 
eS | a a Oe Ic. OH, 
N | ve 
H | i 
H | 
? C 
NH 
af 
& re 


| | 
COOC,H, CH, 


ein relativ recht stabiler Korper, viel stabiler als die friiher 
mit Amann und Heyse beschriebenen Tripyrrylmethane. Die 
Oxydation zu dem entsprechenden Farbstoff gelang jedoch 
nicht. Man kann also wohl auch dieses stabile Tripyrrylmethan 
nicht als Stiitze fiir die Kiistersche Bilirubinformel anfihren, 
gegen die auch das Ergebnis der kiirzlich veréffentlichten aktiven 
Wasserstoffbestimmung spricht.!) Definitive Entscheidung kann 
natiirlich nur durch weitere Synthesen erfolgen. 

In Acetonlésung liefert das Tripyrrylmethan mit konzen- 


') Fischer und Postowsky, Diese Zs. Bd, 152, 8. 300 (1926). 
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trierter Salzsiure das Dipyrrylmethen von folgender Konstitu- 


tion (III): 


Ill 
C,H,C00-C,——,CH HC, C-CoO0c,H, 
| 
Ly 2] “J in 1 
CH,;—C\_ JC C C\._/C-CH, 
N i NHC! 
H 


Letzteres Methen erhielten wir noch auf zwei anderen 
Wegen, einmal durch Kondensation des Aldehyds des Methyl- 
carbathoxypyrrols in alkoholischer Salzsiiure und zweitens durch 
Kinwirkung von Glyoxal in verdiinntem Alkohol und Chlor- 
wasserstoff gasformig. Das Glyoxal wird hierbei offenbar in 
Ameisensiure und Methylalkohol gespalten und die Ameisen- 
siure bewirkt dann die Methenbildung. Das Methen lift sich 
in alkoholischer Suspension mit Ammoniak in die freie Base 
iiberfiihren, die mit Krystallalkohol krystallisiert und mit Salz- 
siure wieder in das rote Methen iibergeht. Der interessante 
Koérper soll noch einer weiteren Untersuchung unterzogen 
werden. Durch Einwirkung von Brom auf den vorhin erwihnten 
Aldehyd gelang dann die Gewinnung des schon krystallisierten 
Methens (IV): 


IV 
C,H,C00-C,—, CBr BrO, - C-COOC,H, 
| | H 
cH,-cl_ o— cc CCH, 
N i 


H 


das prachtig krystallisierte Kupfer-, Kobalt-, Nickel- und Zink- 
salze gab. Der Reaktionsmechanismus wird wabhrscheinlich 
der sein, daB zunachst Bromierung in /-Stellung erfolgt und 
dann unter dem EinfluB von Bromwasserstoff die Methenbildung. 
Primire Bromierung der Methylgruppe in @-Stellung ist wohl 
ausgeschlossen. Von besonderem Interesse war natiirlich die 
Kondensation mit Glyoxal. Diese gelang nur schwierig, aber 
schlieBlich durch Anwendung von absolutem Alkohol als Lisungs- 
mittel und intensive Kiihlung mit Chlorwasserstoffgas in guter 
Ausbeute und es resultierte das Athan V: 
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V 
ren a HO) — jC COOH, 
H | | 
CH,-CL J -C— cl Jc.cn, 
NH NH 
NH NH 





ye oe .CH, 


C,H,C00- d le a 2 lc .COOC,H, 


das durch bemerkenswerte Resistenz ausgezeichnet ist und 
noch weiter bearbeitet werden soll. 

Endlich stellten wir noch vom Pyrrol-a-aldehyd-Konden- 
sationsprodukte mit Cyanessigester, mit Malonester und Malo- 
dinitril her, die alle prachtvoll krystallisierten. In der Existenz 
dieser Kondensationsprodukte wird man kaum eine Stiitze der 
Angelischen Oxymethylenformel fiir den Pyrrol-a-aldehyd er- 
blicken, 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ehrerbietigst fiir die Bereitstellung von Geldmitteln zur 
Durchfiihrung dieser und der voranstehenden Arbeit. Ebenso 
sind wir Herrn Dr. Stern fiir die Ausfiihrung der zahlreichen 
Mikroanalysen zu groBem Dank verpflichtet. 


Versuche. 


2-lethyl-3-carbathoxy-5-formylpyrrol. 


2 ¢ 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol werden in 25 ccm abso- 
lutem Ather gelést und mit 2 ccm wasserfreier Blausiure ver- 
setzt. Unter Hiskihlung leitet man in diese Lésung einen 
nicht zu raschen Strom von trockenem Chlorwasserstoff bis zur 
Sittigung ein. Nach kurzer Zeit scheidet sich das gut krystalli- 
sierte Imidchlorid aus. Nach dem Stehen iiber Nacht saugt 
man dieses ab und wischt mit absolutem Ather nach. 
Schmelzp. 199°. Man lést nun in kaltem Wasser, filtriert 
und erwirmt die Lisung auf dem Wasserbad. Der Aldehyd 
scheidet sich hierbei in kleinen farblosen Nadeln aus. Nach 
dem Erkalten wird der Kérper abgesaugt und aus Wasser 
umkrystallisiert. Schmelzp. 136°, Ausbeute 85°/, der Theorie. 
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Der Aldehyd ist in den meisten organischen Lisungsmitteln 
léslich und krystallisiert beim Erkalten in schwach rosa ge- 
farbten Nadeln aus. Die Pyrrolreaktion ist in der Hitze schwach 
positiv. Zur Analyse wurde der Kérper im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 


0,0920 g Substanz gaben 0,2009 g CO,, 0,0505 g H,O. 


0,1482 g = » 10,2 cem N (14°, 721 mim). 
C,H,,O,N Ber. C 59,67°, H 6,08°), N 17,73°/, 
Gef. ,, 59,57 , 6,14 1) TTT 


2-Methyl-5-formyl-3-pyrrolcarbonsaure. 


0,2 g Aldehyd wurden mit einer Lisung von 1,3 g Natrium- 
hydroxyd in 5 ccm Wasser versetzt und so viel Alkohol hinzu- 
gefiigt, bis eben Loésung des Aldehyds eingetreten war. Nach 
einstiindigem Kochen am Riickflubkiihler wurde der Alkohol 
verjagt und die Liésung vorsichtig mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angesiuert. Es fallt ein krystalliner Niederschlag, dieser 
wird abgesaugt, mit heiBem und kaltem Wasser gewaschen 
und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 85°/,. 
Schmelzp. 280° unter Zersetzung. 


6,672 mg Substanz gaben 0,563 cem N (18°, 719 min). 
C,H,0O,N Ber. N 9,15°/, Gef. N 9,36°/,. 


Derivate des Aldehyds. 


1, Phenylhydrazon, 0,5 g Aldehyd werden in 7 cem absolutem 
Alkohol gelést und unter Zusatz von 0,5 g Phenylhydrazin 30 Minuten 
am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad erwiirmt. Hierauf wird der 
Alkohol zum gréBten Teil abgedunstet und nach dem Erkalten scheidet 
sich besonders nach Reiben mit dem Glasstab das Phenylhydrazon in 
gut krystallisierter Form aus, Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert 
erhilt man schwach gelb gefiirbte Nadeln vom Schmelzp. 143% Aus- 
beute 90°). 


0,1483 g¢ Substanz gaben 20,8 ecm N (14°, 715 mm), 
C,,H,,0.N; Ber. N 15,5°/, Gef. N 15,69 en 


2. Oxim. 0,4 g Aldehyd lést man in Alkohol mit einer konzen- 
trierten Lésung von Hydroxylaminchlorhydrat, die mit Soda neutralisiert 
worden war. Der hierbei zum Teil ausfallende Aldehyd wird durch Zu- 
satz von Alkohol wieder in Liésung gebracht. Nach kurzem Stehen 
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wird der Alkohol zum Teil abgedunstet und das Oxim mit Wasser aus 
gefillt, Aus Wasser umkrystallisiert schmilzt es bei 159°. Ausbeute 85°) 


0,1140 g Substanz gaben 14,8 eem N (19°, 720 mm). 
C,H,.0,N, Ber. N 14,29°/, Gef. N 14,38°/). 

3. Semicarbazon. 0,4 g Aldehyd werden in wenig Alkohol mit 
einer Lésung von 0,26 g Semicarbazidchlorhydrat in wenig Wasser und 
mit 0,28 g Kaliumacetat mit Alkohol versetzt. Nach kurzem Erwiirmen 
firbt sich die Liésung gelb und es scheidet sich das Semicarbazon auf 
Zusatz von Wasser in gelb gefairbten Krystallen aus. Ausbeute 90°). 
Aus Eisessig umkrystallisiert Schmelzp. 263°. 

0,1073 g Substanz gaben 22,6 cem N (14°, 715 mm). 

C,,H,,05N, Ber. N 23,53°/, Gef. N 23,59°/,. 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-oxymethylpyrrol. 


0,6 ¢ Aldehyd wurden in 16 ccm 96°/,igem Alkohol und 
mit 0,0710 g Platin der katalytischen Hydrierung in Wasser- 
stoffatmosphire unterworfen. Bei 20stiindiger Dauer der 
Hydrierung ergab sich eine Wasserstoffaufnahme von 112 ccm 
bei 17°, 721 mm. Auf 0° und 760 mm reduziert berechnete 
sich dieser Verbrauch auf 100 ccm. Die Theorie erfordert fiir 
1 Mol. Wasserstoff auf 1 Mol. Aldehyd 74,7 ccm H,, so dab 
eine Mehraufnahme von 25 ccm stattgefunden hat. Die alko- 
holische Lésung wird vom Platin filtriert und im Vakuum 
eingeengt. Man erhalt so farblose Nadeln. Diese wurden 
zweimal aus Chloroform-Petrolither umgefallt. Farblose Nadeln 
vom Schmelzp. 102°. Nach dem Schmelzen krystallisiert der 
Koérper nicht mehr und es macht sich ein intensiver Gerucii 
nach Formaldehyd bemerkbar. Die Ausbeute ist quantitativ. 
Léslichkeit: leicht léslich in Alkohol, Chloroform, Eisessig, Aceton, 
Ather; léslich in Wasser, unléslich in Ligroin und Petrolither. 
Die Pyrrolreaktion ist in der Kialte schwach, in der Hitze 
stiirker werdend. 

3,535 mg Substanz gaben 2,305 mg H,O, 7,696 mg CO,. 

C,H,,0,N Ber. C 59,01%, H 7,10%/, 
Gef. ,, 59,38 yy 7,29 


0,1 g des Alkohols wurde in 2 ccm Eisessig etwa 5 Minuten 
gekocht. Beim Abkiihlen schied sich ein in diinnen farblosen 
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Uber 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol, seine Umsetzung usw. 79 


Nadeln krystallisierender Kérper aus. Nach dem Absaugen 
und Waschen mit Wasser zeigte er den Schmelzp. 332°. Aus 
der Mutterlauge konnte durch Fallen mit Wasser eine weitere 
Menge gewonnen werden. Mischschmelzpunkt mit 2-Methyl- 
3-carbithoxypyrrol und Formaldehyd dargestellten Dipyrryl- 
methan ergab keine Depression. Eine Acetylierung und ben- 
zoylierung des Alkolhols gelang nicht. 


Hydrierung des 2-Methyl-3-carbathoxy-5-formylpyrrols 
in Eisessig. 


0,5 g Aldehyd wurden in 10 ccm Kisessig (Kahlbaum) 
mit 0,0645 ¢ Platin der katalytischen Hydrierung unterworfen. 
Nach 4 Stunden begann die Ausscheidung eines farblosen 
Koérpers, wihrend dabei die Wasserstoffaufnahme aufhoérte. Auf 
Zusatz von weiteren 0,0638 g Platin verlief die Hydrierung 
zu Knde, bei einer Gesamtwasserstoffaufnahme von 109 ccm 
bei 17°, 721 mm. Theoretisch erforderlich 92 ccm. Die Lisung 
wurde filtriert und der Riickstand in Pyridin gelést und vom 
Platin abfiltriert. Hierauf wurde die Lésung mit Wasser ge- 
fillt und abgesaugt. Man erhilt so 0,3 g des Koérpers vom 
Schmelzp. 331°, der sich identisch erweist mit dem aus 2-Methyl- 
3-carbathoxypyrrol und Formaldehyd dargestellten Methan. Die 
Hydrierung war also nicht vollstindig eingetreten, was im Kin- 
klang steht mit Erfahrungen, die bei anderen Pyrrolaldehyden 
gefunden wurden. 


2-Iethyl-3-carbathoxy-5-cyan-acetylpyrrol. 


1,5 g Pyrrol und 0,85 g (1 Mol.) Malodinitril werden in 
20 cem absolutem Ather gelést und unter Kihlung trockener 
Chlorwasserstoff bis zur Sittigung eingeleitet. Nach einiger 
Zeit beginnt die Ausscheidung eines farblosen Kérpers, die 
nach 4 Stunden vollendet ist. Man laBt tiber Nacht stehen, 
saugt den ausgeschiedenen Kérper, das entsprechende Ketimin- 
chlorhydrat, ab und wiischt mit Ather nach. Das Ketimin 
wird im Wasser gelést und die Liésung mit einigen T'ropfen 
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NaOH versetzt. Nach dem Erwirmen auf dem Wasserbad 
fallt ein schwach gelb gefarbter Kérper aus, der nach dem 
Absaugen aus Aceton umkrystallisiert wurde. Lange Nadeln 
vom Schmelzp. 242° u. Z. Pyrrolreaktion negativ. Der Kérper 
ist leicht léslich in Alkohol, Kisessig, Aceton; schwer ldslic|: 
in Chloroform, unléslich in Petrolither, Ligroin und Wasser. 
0,1202 g Substanz gaben 13,8 cem N (16°, 725 mm), 
C,,H,.0,N Ber. N 12,73 °%/, Gef. N 12,93 °/,. 
Aus der Analyse folgt, daB sich 1 Mol. Pyrrol mit 1 Mol. 
Malodinitril verbunden hat. Versuche mit Malodinitril und 
2-Methyl-3-carbithoxypyrrol im Verhiltnis 1:2 fihrten zu dem 
gleichen Endprodukt. 


Darstellung des 2-Methyl-3-carbithoxy-5-cyanacety|- 
pyrrol aus 2-Methyl-3-carbithoxy-5-chloracetylpyrrol. 


0,2 g des Chloracetonitrilpyrrols wurden in wiBrig-alkoho- 
lischer Lésung mit 0,2 g KCN 2 Stunden am RiickfluBkihler 
gekocht. Nach dem Erkalten wurde mit Wasser gefillt, der 
Koérper abgesaugt und aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelz. 
punkt 242° Mischschmelzpunkt mit dem aus Malodinitril dar- 
gestellten K6érper ergab keine Depression. 


Azofarbstoff des 2-Methyl-3-carbathoxypyrrols. 


1g Pyrrol wurden in wenig Ather gelést und mit einer 
Lésung von 1,5 g (1 Mol.) Diazobenzolsulfosiure in méglichst 
wenig Wasser versetzt. Nach Zusatz von 2 Tropfen verdiinnter 
Salzsiure firbt sich die Liésung tief rot. Durch lingeres 
Schiitteln und unter Kithlung mit Eiswasser und Zusatz von 
etwas Kochsalz scheidet sich der Farbstoff in sehr feinen 
Nadelchen von rotbrauner Farbe aus. Nach dem Trocknen 
wird aus Methylalkohol—Benzol umgefillt. Der Farbstoff ist 
leicht léslich in EKisessig, Alkohol, in Alkalien und Wasser, 
schwer léslich in Aceton und Chloroform, unléslich in Petrol- 
ther, Ligroin, Essigester und Benzol. 

0,1191 g Substanz gaben 13,5 cem N (15°, 715 mm). 

C,,H,,0;N,8 Ber. N 12,46 °/, Get. N 12,64°/. 











Uber 2-Methyl]-3-carbithoxypyrrol, seine Umsetzung usw. 81 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-(w-dicarbathoxyvinyl)-pyrrol. 

0,5 g 2-Methyl-3-carbiathoxy-5-formylpyrrol werden mit 
0,5 g Malonester in wenig Alkohol gelést und dieser Liésung 
etwas Methylaminchlorhydrat und die entsprechende Menge 
wasserfreies Natriumcarbonat hinzugefiigt. Nach mehrstiindigem 
Stehen schieden sich schwach gelb gefiirbte Nadeln (0,3 g) aus: 
diese wurden abgesaugt und in Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
174°. Aus der Mutterlauge kénnen durch Fallen mit Wasser 
weitere 0,2 ¢ gewonnen werden. Die Pyrrolreaktion ist in der 
Hitze positiv. Leicht léslich in Alkohol, Ejisessig, Aceton, 
Ather, léslich in Ligroin, unléslich in Petroliither und Wasser. 

0,1237 g Substanz gaben 5,0 cem N (16°, 718 mm). 

C.gH.,0,N Ber. N 4,33 9/, Gef. N 4,51 °/. 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-(w-cyan-,-carbathoxyvinyl)-pyrrol. 

Man lést 0,5 g des Aldehyds in wenig Alkohol und figt 
0,4 ¢ Cyanessigester hinzu. In diese Lisung gibt man wie oben 
Methylaminchlorhydrat und Natriumcarbonat. Nach kurzem 
Stehen beginnt die Ausscheidung des Kondensationsproduktes 
in Form gelb gefirbter Nadeln. Aus Alkohol umkrystallisiert 
gibt der Kérper den Schmelzp. 175°. Ausbeute 90°/,.  Leicht 
léslich in Kisessig, Chloroform, Aceton, Pyridin, Benzol und 
heiBem Alkohol, unléslich in Petroliither und Wasser. 

0,1074 g Substanz gaben 9,9 ccm N (16°, 716 mm). 

CLT. OU, Ber. N 10,16 °/, Gef. N 10,26 °/,. 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-(w-dicyanvinyl)-pyrrol. 

Die Liésung von 0,4 g des Aldehyds in absolutem Alkohol 
wird mit 0,3 ¢ Malodinitril (1 Mol.) unter Zugabe von einem 
Tropfen einer 33°/,igen Methylaminlésung kurz aufgekocht. 
Die Lésung firbt sich hierbei gelb. Nach dem Erkalten wird 
mit Wasser gefillt, der ausgeschiedene flockige Niederschlag 
abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Zweimal aus Alkohol 
umkrystallisiert, wurde der Koérper in Form von gelbgriin ge- 
firbten Nadeln, die ein starkes Lichtbrechungsvermégen be- 
sitzen, erhalten. Schmelzp. 196°. Pyrrolreaktion negativ. Leicht 
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léslich in Kisessig, Aceton, Chloroform, Alkohol, unléslich in 
Ligroin, Petroliither und Wasser. Die Reaktion verliuft in 
gleichem Sinne, wenn man an Stelle von Methylamin Kalium- 
cyanid als Kondensationsmittel anwendet. 
0,1147 g Substanz gaben 19,0 ccm N (17°, 719 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. N 18,34°/, Gef. N 18,45 °/,. 


Kondensation von 2-Methyl-3-carbathoxy-5-formylpyrrol 
mit Aceton. 


0,7 g Aldehyd werden mit 20 ccm Wasser, 2 ccm Aceton 
und 1 ccm Kalilauge (1:1) 15 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad unter hiufigem Umschiitteln erwirmt. Die Liésung 
fiirbt sich dabei gelb, spiiterhin rot und scheidet beim Ab- 
kiihlen mit Eiswasser einen in gelben Nadeln krystallisierenden 
Kérper aus. Dieser wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen 
und auf dem Wasserbad getrocknet. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol zeigt er den Schmelzp. 165°. Gelbe 
Nadeln, die leicht léslich sind in Alkohol, Chloroform, Aceton, 
Kisessig, unléslich in Petrolather und Wasser. Ausbeute 70 °/.. 

0,1221 g Substanz gaben 7,0 cem N (15°, 714 mm). 

C,.H,,0;N Ber. N 6,34 %, Gef. N 6,38). 


Kondensation des Aldehyds mit Methyl-athyiketon. 


0,5 g des Aldehyds wurden in gleicher Weise wie oben 
angegeben der Kondensation mit Methylithylketon unterworfen. 
Ks wurde ein schwach gelb gefarbter Koérper erhalten, der 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 167° 
schmolz. Die Liéslichkeitsverhiltnisse sind ebenso wie bei dem 
Aceton—Kondensationsprodukt. 

0,1035 g Substanz gaben 5,7 cem N (15°, 716 mm). 

C,,H,,O,N Ber. N 5,96 °/, Gef. N 6,15. 


Kondensation von 2-Methy]-3-carbathoxy-5-formylpyrrol 
mit Acetophenon. 
0,5 g Aldehyd werden in 5g Alkohol mit 0,5 g Aceto- 
phenon und 5 Tropfen Kalilauge 1:1 10 Minuten auf dem 
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Uber 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol, seine Umsetzung usw. 83 


Wasserbad erwirmt. Die so erhaltene orangerote Lésung wird 
auf dem Wasserbad eingeengt und nach dem Erkalten mit 
Wasser gefillt. Es scheidet sich ein Ol aus, das beim Stehen 
iiber Nacht erstarrt. Der Kérper wird scharf abgesaugt und 
auf Ton getrocknet. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol zeigt er den Schmelzp. 166°. Ausbeute 80°. 
0,1217 g Substanz gaben 5,6 cem N (15°, 715 mm), 
C,,H,,0,N Ber. N 4,95 °/, Gef. N 5,18 %/,. 


Bis-(2-methyl-3-carbathoxypyrryl)-phenylmethan. 


0,5 g 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol werden mit 0,4 g (etwa 
1 Mol.) Benzaldehyd und etwas wasserfreiem Kalumbisulfat 
im Reagensglas erwirmt bis die Reaktion beginnt, die dann 
unter starker Wirmeentwicklung von selbst weiter verliuft. 
Schon in der Hitze erstarrt die Masse zu einem hellbraunen 
Krystallbrei. Dieser wird mit Alkohol behandelt, abgesaugt 
und mit Wasser gewaschen. Nach dem Umkrystallisieren aus 
Aceton—Wasser erscheint der Kérper in farblosen Nadeln vom 
Schmelzp. 231°. Ausbeute 95°/). Die Pyrrolreaktion in der 
Hitze positiv. Der Kérper ist leicht léslich in Aceton, Chloro- 
form, schwer léslich in Alkohol, Hisessig, unléslich in Ligroin, 
Ather, Petrolither. Oxydation mit Eisenchlorid in alkoholischer 
Lésung verlief ergebnislos. Aus der Liésung konnte durch 
Fallen mit Wasser der Kérper unzersetzt wieder ausgeschieden 
werden. 

0,1008 g Substanz gaben 0,2578 g CO,, 0,0634 g H,0. 

0,1309 g ” » 8,4 cem N (14°, 715 mm). 

C.,H,,0,N, Ber. C 70,05 °/, H 6,6 °, NM 741 *), 

Gef. ,, 69,77 » 1,04 ee 


Bis-(2-methyl-3-carbathoxypyrryl)-p-tolylmethan. 


0,5 g Pyrrol und 0,4 ¢g p-Tolylaldehyd werden wie oben 
der Kondensation mit Kaliumbisulfat unterworfen. Es scheidet 
sich schon in der Hitze eine hellbraune Krystallmasse aus. Mit 


Alkohol behandelt und aus Aceton—Wasser umkrystallisiert 
6* 
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zeigt der Kérper den Schmelzp. 233°. Ausbeute 90°/,. Leicht 
léslich in Aceton, Chloroform, Eisessig, schwer léslich in Ather 
und Alkohol, unléslich in Ligroin, Petrolither und Wasser. 
Die Pyrrolreaktion ist in der Kilte negativ, in der Hitze 
schwach positiv. 
0,1124 g Substanz gaben 7,2 cem N (14°, 716 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. N 6,86 °/, Gef. N 7,17 Jo. 


Bis-(2-Methyl-3-carbathoxypyrryl)-p-nitrophenylmethan. 

0,5 g Pyrrol und 0,5 g p-Nitrobenzaldehyd werden unter 
Zusatz von Kaliumbisulfat kondensiert. Man erhilt so 0,6 ¢ 
eines Kérpers, der nach dem Lésen in Aceton und Fillen 
mit Wasser den Schmelzp. 254° zeigt. Leicht léslich in Aceton 
und Hisessig, schwer léslich in Alkohol und Chloroform, un- 
léslich in Ather, Petrolither, Ligroin und Wasser. Die Ehr- 
lichsche Reaktion ist in der Hitze schwach positiv. 

0,1491 g Substanz gaben 12,8 ecm N (14°, 718 mm). 

C,;H,,0.N, Ber. N 9,57 °%, Gef. N 9,65°/,. 


Bis-(2-Methy1l-3-carbathoxypyrryl)-p-dimethylamidopheny]l- 
methan. 

Man lost 0,5 g 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol und 0,5 ¢ 
p-Dimethylamidobenzaldehyd in 10 ccm absolutem Alkohol und 
erwirmt nach Zusatz von 3 Tropfen konzentrierter Salzsiure 
20 Minuten auf dem Wasserbad. Die Lisung farbt sich hierbei 
intensiv rot. Nach dem Abkiihlen wird stark mit Wasser ver- 
diinnt und der Alkohol langsam abgedunstet. Es scheidet sich 
so ein schwach violett gefirbter Korper aus, der nach dew 
Absaugen und Waschen mit Wasser in verdiinnter Salzsiure 
gelést und mit waBrigem Ammoniak gefillt wird. Ausbeute 
quantitativ. Schwach rosa gefirbte Krystalle vom Schmelz- 
punkt 246°. Leicht léslich in Aceton, Alkohol, Chloroform, 
Hisessig und Mineralsiure (unter intensiver Violettfairbung): 
schwer léslich in Methylalkohol; unldslich in Petrolather, 
Ligroin und Ather. Zusatz von Ferrichlorid in alkoholischer 
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Uber 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol, seine Umsetzung usw. SD 


Lésung bewirkt intensive Violettfiirbung der Lésung mit spektro- 
skopischen Betund 451—500 und 561—594 uu. 
0,13857 g Substanz gaben 0,3407 g CO,, 0,0873 g H,O. 
C,;H,,0,N, Ber. C 68,65 %, H 7,09 °/, 
Gef. ,, 68,49 » 420 


Bis-(2-Methyl-3-carbathoxypyrryl)-phenyl-methylmethan. 

Das Pyrrol (0,5 g) wurde in gleicher Weise wie mit p-Di- 
methylamidobenzaldehyd mit Acetophenon in absolutem Alkohol 
unter Zugabe von konzentrierter Salzsiiure kondensiert. Nach 
dem Fallen mit Wasser wurde abgesaugt und auf Ton ab- 
cepreBt. Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser 
zeigte der Koérper den Schmelzp. 235°. Ausbeute 80°/. Die 
Pyrrolreaktion ist in der Kialte negativ, in der Hitze schwach 
positiv. Die Farbe geht bei weiterem Erhitzen in Violett, Blau 
und dann nach Griin-Blau iiber. Der Kérper ist leicht léslich 
in Alkohol, unlédslich in Petrolither und Wasser. 

0,1262 g Substanz gaben 0,3266 g CO,, 0,0791 g H,O. 


C,,H.,0,N, Ber. C 70,59 °/, H 6,86 °/, 
Gef. ,, 70,60 me S| 


Bis-(2,4-dimethyl-3-carbathoxypyrryl): phenyl-methylmethan. 

0,5 g Pyrrol werden in 5 ccm Alkohol gelést, mit 0,7 ¢ 
Acetophenon und 3 Tropfen konzentrierter Salzsiiure versetzt. 
Schon nach kurzem Erwirmen am Wasserbad firbt sich die 
Lésung griinlich. Die Farbe geht jedoch bald in Carminrot 
mit griiner Fluorescenz iiber. Nach 10 Minuten wurde unter 
Kiskiithlung mit Wasser gefallt. Es schied sich dabei zunichst 
ein dlartiger grauweiBer Korper aus, der nach einiger Zeit 
feste Konsistenz annahm. Nach scharfem Absaugen wurde 
er auf Ton abgepreBt, in Aceton gelést und mit Wasser ge- 
fallt. Kleine farblose Nadeln vom Schmelzp. 221°. Die Pyrrol- 
reaktion ist in der Kialte negativ. Sie wird jedoch in der 
Warme sofort stark positiv. Die carminrote Farbe geht jedoch 
wie oben bei langerem Erhitzen in Violett und spater in 
Tiefblau_iiber. 

Spektroskopischer Befund der blauen Lésung: Spektrum 
im Ganzen schwach beschattet; verwaschener Streifen im Griin 
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bei 415—539,3. Der Korper ist leicht léslich in Kisessig, 
Chloroform, Aceton, schwer léslich in Alkohol, Benzol, un- 
léslich in Ather, Petrolither und Wasser. Dieses Dipyrry)- 
methanderivat kann auch dargestellt werden durch Konden- 
sation mit Kaliumbisulfat, wie oben bei den Aldehyden be- 
schrieben ist. Mischschmelzpunkt mit dem in Alkohol und Salz- 
siure dargestellten Kérper ergab keine Depression. 


0,1191 g Substanz gaben 7,0 ecm N (14°, 719 mm). 
C.,,.H;,0,N, Ber. N 6,42 °/, Gef. N 6,61 °%). 


Bis-(2-Methyl-3-carbathoxypyrryl)-diphenylmethan. 

1 g Pyrrol und 0,7 g Benzophenon werden in wenig abso- 
lutem Alkohol gelést, mit '/, ccm konzentrierter Salzsiure 
1/, Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Durch Abkihlen mii 
Kismischung scheidet sich ein krystallisierter K6érper aus: 
dieser wird abgesaugt und aus Alkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 75°/,. Leicht léslich in Aceton, Alkohol, Chloroform, 
Kisessig, Benzol, unléslich in Ligroin und Ather. Pyrrol- 
reaktion in der Hitze schwach positiv. 

0,1218 g Substanz gaben 6,6 cem N (15°, 719 mm). 


0,1251 g _ ,  0,3390 g CO,, 0,0782 g H,O. 
C.,H,.0,N. Ber. C 74,04 °, H 6,38 °/, N 5,96 °/, 
Gef. ,, 73,93 » 6,55 » 6,08 


Bis-(2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrryl)-diphenylmethan. 


0,3 g Pyrrol und 0,2 g Benzophenon (2:1) werden in abso- 
lutem Alkohol mit 10 Tropfen konzentrierter Salzsiure 15 Min. 
auf dem Wasserbad erhitzt. Die Lésung wird hellbraun und 
nimmt griine Fluorescenz an. Durch Reiben mit dem Glas- 
stab bis zu Beginn der Krystallisation und Stehenlassen iiber 
Nacht vollzieht sich die Ausscheidung eines krystallinen Korpers. 


_ Dieser wird aus Aceton—Wasser umkrystallisiert und zeigt 


den Schmelzp. 224°. Die Pyrrolreaktion ist in der Kalte 
negativ, in der Hitze positiv. Ausbeute 80°/,. Schwer lés- 
lich in Alkohol, léslich in Benzol, Aceton, Chloroform, Kis- 


essig (unter Gelbfarbung). 
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0,1126 g Substanz gaben 0,3080 g CO,, 0,0730 g H,O. 


0,1226 ¢g o » 6,2 cem N (15°, 721 mm). 
C5,H3,0,N, Ber. C 74,70°/, H 6,83 °/, N 5,62 °/, 
Gef. ,, 74,62 » ae », 9,66 


Bis-(2-Methy1-3-carbathoxy-pyrryl)-methyl-athylmethan. 


Die Lésung von 0,5 g Pyrrol in 8 com Methyliithylketon 
wird mit 3 Tropfen konzentrierter Salzsiure 10 Minuten auf 
dem Wasserbad erwiirmt. Hierauf wird das Keton bei miBiger 
Temperatur abgedunstet und es bleibt ein schwach braun ge- 
firbter Korper zuriick. Nach dem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Alkohol erhilt man eine farblose, krystallisierte Sub- 
stanz vom Schmelzp. 182°. Ausbeute 85°/,. Leicht loéslich 
in den meisten organischen Lésungsmitteln; unléslich in Wasser, 
Ligroin und Petrolither. 

0,1139 g Substanz gaben 0,2766 g CO,, 0,822 ¢ H,O. 

CHO, Ber. C 66,67°/, H 728"), 


Gef. ,, 66,45 » 


Kondensation von 2-Methyl-3-carbathoxypyrrol mit 
Formaldehyd. 


0,5 g Pyrrol werden in 10 ccm absolutem Alkohol gelést, 
mit 3ccm 40°/,iger Formaldehydlésung versetzt und hierauf 
10 Tropfen konzentrierte Salzsiure hinzugefiigt. Nach kurzem 
Erwarmen auf dem Wasserbad scheidet sich ein weiBer volu- 
minéser Niederschlag aus. Zur Vollendung der Reaktion wird 
die Lésung noch 10 Minuten auf dem Wasserbad erwirmt. 
Nach dem Erkalten wird abgesaugt, Ausbeute 90°/,. Zweimal 
aus Kisessig umkrystallisiert, erscheint der K6rper in haar- 
feinen, farblosen Nadeln vom Schmelzp. 333°. Der Kérper ist 
in den meisten organischen Lésungsmitteln unléslich; léslich 
in Pyridin, Eisessig. 

0,1172 g Substanz gaben 0,2804 g CO,, 0,0714 ¢ H,0. 


0,0960 g 9s » 71,6 eem N (16,5°, 724 mm). 
C,,H.0,N, Ber. C 64,15°/, H 6,92°/, N 8,8°, 
C,,H,.0,N, ” ») 65,49 5, 6,67 5, 8.48 


Gef. ., 65,27 » 6,82 » 8,91 
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Molgew.-Bestimmung nach Rast: 
13,0 mg Substanz gaben 145 mg Campher. 
Depr. = 6% (C,,H,.0,N,), Ber. 636,6 Gef. 611 


Oxydationsversuche in Eisessiglésung mit Ferrichlorid und 
Salpetersiure zum ,,Methen“ gelangen nicht. Der Abbau mit 
Jodwasserstoff—Eisessig lieferte ein Ol, das wohl noch die 


Pyrrolreaktion gab. Versuche, dieses Ol als Azofarbstoff oder 
Pikrat zu identifizieren, schlugen fehl. 


Bis-(2-Methyl-3-carbathoxy-pyrryl)-methylmethan. 

{ g Pyrrol wird in 3 ccm absolutem Alkohol gelést und 
mit Acetaldehyd im UberschuB versetzt. Nach Zusatz von 
2 'Tropfen konzentrierter Salzsiure trat schwache Erwiirmung 
und geringe Farbvertiefung auf. Nach kurzem Umschiitteln 
gieBt man die Lésung in eine flache Porzellanschale und 
dampft den Alkohol im Vakuum bei gewoéhnlicher Temperatur 
ab. Es scheidet sich hierbei ein krystalliner Niederschlag ab, 
dieser wird abgesaugt und mit verdiinntem Alkohol gewaschen. 
Der vollkommen farblose Koérper zeigt nach Umkrystallisieren 
aus Alkohol den Schmelzp. 199,5°. Ausbeute 85°/,. Pyrrol- 
reaktion in der Kalte negativ, in der Hitze positiv. Leicht 
léslich in Kisessig, Aceton, Chloroform, schwer léslich in 
Alkohol und Benzol, unléslich in Ather, Petrolither, Ligroin, 
Wasser. 

0,1208 g Substanz gaben 0,2873 g¢ CO,, 0,0801 g H,O. 

C,.H..0O,N, Ber. © 65,06%, H 7,23°/, 
Gef. ,, 64,88 9) 1,42 


Einwirkung von Chloracetonitril auf Bis-(2-Methyl-3-carbath- 
oxypyrryl)-dimethylmethan. 


0,5 g Methan wurden in 15 ccm Chloroform (iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet) gelést mit 0,3 g Chloracetonitril ver- 
setzt und in diese Lésung bei gewéhnlicher Temperatur langsam 
trocknes Chlorwasserstoffgas eingeleitet. Nach etwa 2stiindigem 
Kinleiten begann die Ausscheidung eines farblosen, krystalli- 
sierten Kérpers. Nach etwa 4stiindigem EKinleiten war die 
Ausscheidung vollendet. Nach Stehen iiber Nacht wurde der 
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Koérper abgesaugt, mit Chloroform gewaschen. Dieser besaf 
keinen Schmelzpunkt, sondern verkohlte bei héherem Er- 
hitzen. Er wurde mit kaltem Wasser verrieben und _ rasch 
abgesaugt. Im Filtrat schied sich bald ein farbloser, krystal- 
lisierter K6rper aus, dessen Menge durch Kochen noch ver- 
mehrt wurde. Der so erhaltene Kérper zeigte den Schmelz- 
punkt 217°. Chlorreaktion positiv. Der Kérper ist leicht 
léslich in Aceton, Chloroform, Eisessig, léslich in Alkohol, 
unléslich in Ligroin, Petrolither, Wasser. Mischschmelzpunkt 
mit dem aus 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol und Chloracetonitril 
dargestellten Kérper ergab keine Depression. Durch Einengen 
der Chloroformlésung im Vakuum wurde neben einer geringen 
Menge des Chloracetonitrilproduktes nur noch Harz isoliert. 


Einwirkung von wasserfreier Blausdure auf das Bis-(2-methyl- 
3-carbathoxypyrryl)-dimethylmethan. 


Das Methan wurde ebenso wie oben mit wasserfreier 
Blausiiure behandelt. Nach 2stiindigem Kinleiten von Chlor- 
wasserstoffgas schied sich ein krystallisierter K6rper aus, der 
sich jedoch als Formimidchlorid erwies. Die Chloroformlésung 
wurde im Vakuum eingeengt. Es schied sich ein violettes 
Harz aus, das mit Wasser ausgekocht wurde. Aus der wiaB- 
rigen Lésung schied sich beim Erkalten ein krystalliner, 
violetter Kérper aus, der nach zweimaligem Umkrystallisieren 
farblos wurde und den Schmelzp. 136° zeigte. Mischschmelz- 
punkt mit dem Aldehyd des 2-Methyl-3-carbithoxypyrrols gab 
keine Depression. Ausbeute aus 0,5 g Methan: 0,1 g Aldehyd. 


Tri-(2-methyl-3-carbathoxy-pyrryl)-methan. 

0,8 g Pyrrol (2 Mol.) und 0,5 g 2-Methyl-3-carbathoxy-5- 
formylpyrrol (1 Mol.) werden in 10 cem absolutem Alkohol 
gelést und mit 2 Tropfen konzentrierter Salzsiure 5 Minuten 
am RiickfluBkiihler erwirmt. Die Lésung farbt sich hierbei 
braun, wihrend sich schon in der Hitze ein krystallisierter 
K6rper auszuscheiden beginnt. Durch Einstellen der Lésung 
in Kismischung wird die Abscheidung des Korpers ver- 
mehrt. Nach dem Absaugen erhalt man einen schwach 
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orangegefarbten Koérper, der aus Alkohol umkrystallisiert in 
hexagonalen Blittchen vom Schmelzp. 246° erscheint. Die 
Pyrrolreaktion ist negativ. Ausbeute 85°/,. Leicht léslich in 
Alkohol, Eisessig, Chloroform, Aceton, unléslich in Toluol, 
Ligroin, Petrolather und Wasser. 

0,1090 g Substanz gaben 0,2545 g CO,, 0,0678 g H,0. 


5,095 mg ‘ »  0,42638 com N (19°, 712 mm). 
C,;Hs,0,N; Ber. C 63,979), H 6,61°/, N 8,96%, 
Gef. ,, 63,70 » 6,96 » 9,16 


Einwirkung von konzentrierter Salzsaure auf Tri-(2-methyl- 
3-carbathoxy-pyrryl)-methan. 


0,4g¢ Tripyrrylmethan werden in 8ccm Aceton gelést und 


zu dieser heiBen Lésung 10 ccm konzentrierter Salzsiure au! 


einmal hinzugefiigt. Es tritt sofort unter Aufwallen der 
Lésung eine intensive Rotfirbung auf. Schon in der Hitze 
beginnt die Ausscheidung eines in diinnen Nadeln krystalli- 
sierenden roten Kérpers; dieser wird abgesaugt und mit ver- 
diinntem Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,14 g = 51,8°/, der 
Theorie. Schmelzpunkt nach Umfallen aus Chloroformaceto: 
195° u. Z. Leicht léslich in Chloroform, Alkohol, Eisessig, 
unléslich in Petroliither, Ather; sehr schwer léslich in Aceton. 
3,180 mg Substanz gaben 6,740 mg CO,, 1,810 mg H,0. 


5,021 mg e »  0,3675 ecm N (19°, 727 mm). 
C,,H,,0,N,Cl Ber. C 57,79, H 6,23°/, N 7,93 °/, 
Gef. ,, 57,82 » 6,36 », 8,18 


Einwirkung von alkoholischer Salzsaure auf 2-Methyl-3-carb- 
athoxy-5-formylpyrrol. 


1 g Aldehyd wird in 20 ccm absolutem Alkohol unter Er- 
wirmen gelést. Nach dem Erkalten gibt man zu_ dieser 
Lésung 20 ccm gesittigte, alkoholische Salzsiure. Die Lésung 
firbt sich nach einigen Minuten braun, dann griin und schlieBlich 
indigoblau und scheidet hierbei einen in roten Nadeln kry- 
stallisierten Kérper aus. Dieser wird abgesaugt und mit 
Aceton gewaschen. Nach einigem Stehen scheidet die Mutter- 
lauge noch weitere Mengen des K6érpers aus. Gesamtausbeute: 
0,74 g. Der K6rper wird in Chloroform gelést, mit Aceton 
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cefallt und wurde so in Form von diinnen roten Nadeln vom 
Schmelzp. 198° erhalten. Er ist léslich in Alkohol, Chloroform, 
schwer léslich in Aceton, Toluol, unléslich in Ather, Petrol- 
iither, Ligroin. Mischschmelzpunkt mit dem durch Einwirken 
yon Salzsiure auf das Tri-(2-methyl-3-carbathoxy-pyrryl)-methan 
erhaltenen roten Koérper ergab keine Depression. 


3,430 mg Substanz gaben 7,200 mg CO,, 1,950 mg H,0. 


5,079 mg - 5  0,38704 com N (19°, 726 mm). 
C,,H,,0,N,C1 Ber. C 57,86°/, H 6,00°/, N 7,93, 
Gef. ,, 57,25 », 6,36 »» 9,14 


Freie Base. 

Das Methenchlorhydrat wird in Alkohol aufgeschlaimmt 
und in der Kiéalte mit verdiinntem Ammoniak versetzt, bis 
Lésung eingetreten ist. Durch starkes Abkiihlen oder Zusatz 
von Wasser wird ein schwach gelb gefirbter Kérper ab- 
geschieden. Léslich in den meisten organischen Loésungs- 
mitteln; nach défterem Umkrystallisieren aus Athylalkohol 
Schmelzp. 179—180° u. Z. Die Base geht in alkoholischer 
Lésung mit Salzsiure wieder in das Chlorhydrat iiber. Schmelz- 
punkt 195° Keine Depression mit dem Ausgangsmaterial. 
Mit Uberchlorsiure erhilt man ein schén krystallisiertes Per- 
chlorat. Die Base krystallisiert aus Athyl- und Methylalkohol 
mit 1 Mol. Krystallalkohol. 


Aus Athylalkohol: 


3,950 mg Substanz gaben 9,070 mg CO,, 2,605 mg H,O. 
5,845 mg - » 09,4116 eem N (19°, 726 mm). 


Athoxylbestimmung: 

2,856 mg Substanz gaben 5,440 mg AgJ. 

C,,H)O,N, + C,H,OH 

Ber. C 62,95°/, H 7,239, N 7,73°/, OC,H, 37,26°, 

Gef. ,, 62,64 » 1,38 y 7,86 » 86,54 
Aus Methylalkohol: 

4,110 mg Substanz gaben 9,341 mg CO,, 2,740 mg H,O. 

4,895 mg ‘a »  0,3636 eem'N (18°, 721 mm). 

C,,H,,O,N, +CH,OH Ber. C 62,04°/, H 694%, N 8,04%, 

Gef. ,, 62,00 9» 1,46 », 8,26 
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Die freien Basen der Methene, die aus dem Tripyrryl- 


methan und aus Methylcarbithoxypyrrol mit Glyoxal erhalte: 


wurden, sind identisch mit der oben beschriebenen; Misch- 


schmelzpunkt keine Depression. 


Tetra-(2-methyl-3-carbathoxy-pyrryl)athan. 


1 g Pyrrol wird in 8 ccm absolutem Alkohol gelést und 
mit 2g emer 10°/,igen alkoholischen Glyoxallésung versetzt. 
Unter Kiihlung mit einer Kiltemischung leitet man in diese 


Loésung einen langsamen Strom von trockenem Chlorwasserstotf! 


ein. Die Loésung farbt sich nach kurzer Zeit dunkelrot. 
Wihrend des Einleitens wird éfters mit dem Glasstab gerieben 
und nach einer halben bis dreiviertel Stunde beginnt die Aus- 
scheidung eines farblosen, in prismatischen Stibchen krystalli- 
sierenden Korpers, die sich rasch vermehrt. Man saugt 
scharf ab und wischt mit verdiinntem Alkohol nach. Aus 
Weingeist umkrystallisiert, erhalt man das Athan in farblosen 
Krystallen vom Schmelzp. 273°. Ausbeute 70°/,. Léslich in 
Hisessig, Alkohol, Aceton, Schwefelkohlenstoff, Essigester und 
Pyridin; schwer léslich in Chloroform; unléslich in Ather, 
Ligroin, Petroliither und Wasser. 
0,1660 g Substanz gaben 13,2 cem N (15°, 719 mm). 


3,145 mg ‘ » 1,400 mg CO,, 1,935 mg H,0. 
C,,H,.0O;N, Ber. C 64,35°/, H 662%,  N 8,839), 
Gef. ,, 64,17 » 6,95 , 8,92 


Durch Kochen des Athans in miiBig konzentrierter Salz- 
siure erhalt man einen roten, amorphen Korper, den krystal- 
lisiert zu erhalten nicht gelang. 


Einwirkung von Glyoxal auf 2-Methyl-3-carbathoxypyrrol in 
verdinnter alkoholischer Losung. 


1 g Pyrrol wurde in 14 ccm 96°/,igem Alkohol mit Uber- 
schuB von 15°/,iger Glyoxallésung gelést und langsam ohne 
Kihlung trockenes Chlorwasserstoffgas eingeleitet. Die Lésung 
farbt sich hierbei dunkelrot und nach einiger Zeit scheidet 
sich ein rotbrauner in Nadeln krystallisierender Kérper aus. 
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Dieser wurde abgesaugt, mit verdiinntem Alkohol gewaschen, 
in Chloroform geliést und mit Aceton gefillt. Schmelzp. 195°. 
Ausbeute etwa 30°/,. Der Kérper erwies sich identisch mit 
dem aus alkoholischer Salzsiure und dem e-Methyl-s-carb- 
‘ithoxy -5-formylpyrrol dargestellten Koérper. Mischschmelz- 
punkt keine Depression. 


Bis-(2-methyl-3-carbathoxy-4-brompyrryl)-methen. 


1,6 g 2-Methyl-3-carbithoxy-5-formylpyrrol werden in Kis- 
essig gelést und zu der schwach erwirmten Liésung 1,2 g Brom 
(4 Mol.) in wenig Kisessig gelést hinzugefiigt. Schon nach 
kurzem Stehen beginnt die Ausscheidung eines in Drusen an- 
geordneten krystallinen Koérpers. Nach 1-tiigigem Stehen wird 
abgesaugt, mit HKisessig und Wasser gewaschen und im Ex- 
siccator getrocknet. Aus den Mutterlaugen kann nach einigem 
Stehen noch eine weitere Menge des Kérpers gewonnen werden. 
Ausbeute 1,2 g. bei langsamer Krystallisation erscheint der 
Kérper in Nadeln, die violetten Oberflichenglanz besitzen. 
Umgefillt aus Chloroform—Petrolither Schmelzp. 185° u. Z. 
Der Kérper ist leicht liéslich in Alkohol, Kisessig, Chloroform, 
Benzol, schwer léslich in Aceton, unléslich in Petrolither. 
Dieser Koérper ist seinem Verhalten nach das bromwasserstofi- 
saure Salz des bromierten Methens. Durch Schiitteln mit 
Sodalésung in Chloroform kann man es in das freie Methen 
iiberfiihren, das in hellroten Krystallen vom Schmelzp. 214° er- 
halten wird. Das Methen ist léslich in Alkohol, Aceton, Kis- 
essig, unldslich in Ligroin und Petrolither. Zur Reinigung 
wurde es zweimal aus Chloroform—Petrolither umgefillt. 


0,1147 g Substanz gaben 0,1807 g CO,, 0,0405 g H,O. 


0,1131 g ” 4  0,1783 g CO,, 0,0393 g HO. 
0,1003 g ‘i »  D,4cem N (15°, 717 mm). 
0,1545 g ‘ »  0,1235 g AgBr. 


C,,;H,,.0O,N. Br, 
Ber. C 43,039, H 3,80%, N 5,90, Br 33,76° 
Gef. ,, 42,98 1 3,95 6,01 34,02 
43,01 » 3,98 _ a 


v 








| 
b 
b 
| 


—————————eoe 





94 Hans Fischer und Fritz Schubert, 


Komplexsalze des Bis-(2-methyl-3-carbathoxy-4-brompyrryl)- 
methens. 


Die Komplexsalzbildung bei diesem Brommethen wird aui 


analoge Weise bewirkt wie bei den iibrigen Methenen. Ks 
konnten so dargestellt werden: 

Nickelsalz: Man erhalt dieses durch Zusatz von Nicke!l- 
nitratlésung zu einer heiBen alkoholischen Lésung des Methens. 
Griin schillernde Krystalle. 

5,504 mg Substanz gaben 0,2460 cem N (19°, 723 mm). 

C,,H,,0,N, Br,Ni Ber. N 5,57°/, Gef. N 5,06°/, 

Kupfersalz: Die Darstellung des Salzes geschieht durch 
Zusatz einer Kupferacetatlésung zu einer alkoholischen Liésung 
des Methens. Griine Krystallnadeln. 

4,070 mg Substanz gaben 0,2215 ecm N (19°, 717 mm). 

C,,H,,0,N,Br,Cu Ber. N 5,6°/, Gef. N 6,0°/, 

Zinksalz: Es entsteht durch Zusatz einer alkoholischen 
Zinkacetatlésung zur alkoholischen Lésung des Methens. 
Orangerot gefairbte Krystalle mit griinlicher Fluorescenz. 

6,532 mg Substanz gaben 0,3430 cem N (18°, 723 mm). 

C,,H,,0.N,Br,Zn Ber. N 5,589,  Gef. N 5,85°, 


Cobaltsalz: Zu der alkoholischen Lisung des Methens 
fiigt man etwas Cobaltnitratlésung und einen Tropfen Ammoniak- 
lésung hinzu. Griin schillernde Krystalle, die im durchfallen- 
den Licht rot erscheinen. 

10,788 mg Substanz gaben 0,5312 cem N (18°, 716 mm). 

C,,H,,0,N,Br,Co Ber. N 5,57°/, Gef. N 5,56°, 


w-Cyan-w,-carbathoxy-c-vinylpyrrol. 

0,5 g Pyrrol-«-aldehyd werden in méglichst wenig abso- 
lutem Alkohol gelést, mit einigen Krystallen Methylaminchlor- 
hydrat und etwas wasserfreiem Natriumcarbonat versetzt. Zu 
dieser Lésung fiigt man 0,6 g (1 Mol.) Cyanessigester. Schon 
nach kurzem Stehen scheidet sich ein krystalliner Niederschlag 
aus. Nach 4 Tagen wurde dieser abgesaugt und aus Alkohol 
umkrystallisiert. Man erhilt den Kérper so in groBen Prismen, 
die ein starkes Lichtbrechungsvermégen besitzen. Aus der 
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Mutterlauge laBt sich durch Fallen mit Wasser eine weitere 
Menge in Form feiner schwach gelb gefirbter Nadeln ab- 
scheiden. Schmelzp. 139°. Ausbeute 0,7 g. Im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1324 g Substanz gaben 0,3057 g CO,, 0,0609 g H,O. 


0,1045 ¢g a ve 13,9 cem N (15°, 714 mm). 
Cio VN Ber. C 63,16°, H 5,26°/, N 14,74°/, 
Gef. ,, 62,99 y Bld , 14,81 


Leicht léslich in Kisessig, Ather, Chloroform, Aceton, lés- 
lich in Alkohol, unléslich in Petroliither und Wasser. 


w-Dicarbathoxy-c-vinylpyrrol. 

0,2 g Aldehyd wurden wie oben in wenig Alkohol gelést 
mit der entsprechenden Menge Malonester versetzt (0,6 g) und 
unter Zusatz von Methylaminchlorhydrat und wasserfreier Soda 
stehen gelassen. Nach einigen Tagen wurde die Lésung in 
Wasser gefillt, wobei sich ein dlartiges Produkt ausschied, 
das mit krystallinen Nadeln durchsetzt war. Dieses wurde 
abgesaugt, aus Alkohol-Wasser umgefillt. Schmelzp. 132°. 
Der Kérper erscheint in schwach gelb gefirbten Nadeln, die 
Léslichkeitsverhiltnisse sind wie beim Cyanessigester-Konden- 
sationsprodukt. 

0.1081 g Substanz gaben 5,7 cem N (17°, 723 mm). 
C,.H,.0,N Ber. N 5.9%, Gef. N 5,91% 


w-Dicyan-c-vinylpyrrol. 

0,2 ¢ Aldehyd werden mit 0,2 g Malodinitril in der oben 
angegebenen Weise kondensiert. Nach einigen Tagen wird die 
Lésung mit Wasser gefillt. Man erhiilt einen Koérper, der 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol den Schmelz- 
punkt von 136° zeigt. 

0.0959 g Substanz gaben 25,5 cem N (19°, 717 mm). 

C.H.N, Ber. N 29,36 Gef. N 29,30 











Bemerkung zu den Richtigstellungen Schumms.’) 


Von 


Hans Fischer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Marz 1926.) 


Eine Diskussion iiber diese und kiinftige ,,Richtigstellungen® 
erachte ich, insbesondere auch in Anbetracht der im Fettdruck 
wiedergegebenen ,,Bemerkung“ dieser Zs., Bd. 152, 8.16 (1926 
fiir iiberfliissig und zwecklos. 

Als schlagenden Beweis fiir die Unméglichkeit eine: 
Polemik mit Herrn Schumm gehe ich auf die wihrend der 
Drucklegung dieser Notiz neue ,,Berichtigungé Schumms 
[diese Zs. Bd. 153, S. 225 (1926)] kurz ein. Alle Vorwiirie 
darin sind Wiederholungen alter ,,Berichtigungen*, die ici: 
mehrfach widerlegt habe. 

In dieser Zeitschrift Bd. 137, 8S. 193 (1924) schrieb ich 
foleendes: 

» Von Schumm wird dann weiter behauptet, dab wir Ausspriiche 
gemacht hiitten, als ob wir die von Schumm erarbeiteten, beweisenden 
Feststellungen ,,Garrod“ zuschreiben wollten. Wer unsere Original 
abhandlung [diese Zs. Bd. 130, 8. 310 (1923)] nachliest, wird ohn 
Schwierigkeiten erkennen, da dies nicht der Fall ist, insbesondere 
wenn man noch die gleichzeitig erschienene Abhandlung in der Miinchener 
Med. Woclenschrift Bd. 36, S. 1143 (1923) nachliest, wo deutlich ver- 
zeichnet ist: ,,Diese Untersuchung von Garrod ist neuerdings vou 
Schumm nach der Methode von Saillet in vollem Umfange bestiitigt 
worden und von Schumm ist auch zuerst der SchluB gezogen worden, 


daB Koproporphyrin in normalem Harn vorkommt.“ Was die bei 





1) 1. Diese Zs. Bd. 188, S. 298 (1924); 2. Bd. 142, 8S. 209 (1925): 
8, Bd. 152, S. 1 (1926); 4. Bd. 153, S. 226 (1926) u. a. 
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Schumm offenbar besonders AnstoB erregende Stelle: ,,Das normale 
Vorkommen des Koproporphyrins im Harn, das Garrod zuerst bewiesen 
hat, scheint uns auch wichtig zu sein fiir die Beurteilung der Porphy- 
rinurie® betrifft, so hat Schumm diesen Satz total miBverstanden. Hier 
handelt es sich um die Frage, ob das Koproporphyrin ein normales, 
intermediires Stofftwechselprodukt ist oder nicht. Hieriiber hat 
Schumm tiberhaupt nicht gearbeitet.') Er vermiBt bei fleisch- 
loser Kost Koproporphyrin im Harn. Der neuerliche Nachweis, dah 
Koproporphyrin auch im Vegetarierharn und -Kot enthalten ist, wurde 
von uns erbracht in Bestiitigung der alten Befunde Garrods, die 
deshalb mit Fug und Recht an erster Stelle zitiert sind. Fiir das 
Zustandekommen der Porphyrinurie und deren Auffassung als krank- 
hafte Vermehrung eines physiologischen Vorganges kommt. natiirlich 
nur der Nachweis des Koproporphyrins als intermediiires Stoffwechsel- 
produkt, d. h. im Vegetarierharn und -Kot in Betracht. Fiir die S. 80 
aufgestellte Theorie des Zusammenhangs zwischen Porphyrin im Harn 
und Harnfarbstoff ist die Frage, ob in jedem Harn und Kot Porphyrin 
vorhanden ist, grundlegend. Durch negative Befunde wire diese Theorie 
stark erschiittert.“ 

Weiterhin wirft Schumm mir vor, ich hiitte die Zahlen 
Mac Munns falsch gedeutet. Man vergleiche hierzu meine 
Ausfiihrungen [diese Zs. Bd. 1385, S. 256 (1924)], worin ich 
foleendes schrieb: 

,»Aus diesem Grunde vertrat der eine von uns in der genannten 
Abhandlung der Miinchener Medizinischen Wochenschrift die Ansicht, 
daB Mae Munn bereits die Auffindung des Koproporphyrins in der 
Muskulatur gegliickt sei. Diese Ansicht ist jedoch irrtiimlich.’) 
Wir haben diese Versuche wiederholt und mit Bromwasserstoffeisessig 
das gleiche Resultat erhalten, aber es ist nicht Koproporphyrin, das 
hierbei entsteht, sondern Himatoporphyrin.“ 

Zu dem also haltlosen Vorwurf der Falschdeutung macht 
Schumm dann noch eine Anmerkung und wirft mir Befangen- 
heit vor gegeniiber der Deutung seiner Serumwerte bei dem 
Porphyriekranken Petry und behauptet, daB ich seine Zahlen 
als nicht beweisend ansprechen wiirde. In Wirklichkeit habe 
ich [diese Zs. Bd. 1387, S. 187 (1924)| folgendes geschrieben: 

ln den abgeschiedenen EiweiBflocken war Uroporphyrin eindeutig 
als Ester spektroskopisch auffindbar. Es bilden diese Resultate eine 
Bestitigung und Erweiterung’) der Befunde Schumms beim Serum 
des Porphyrinpatienten Petry. Schumm hat zuerst durch direkte 





‘) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLY. 7 
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Spektroskopie des Serums Porphyrin beobachtet und aus den erhalteney 
Zahlen den RiickschluB gezogen, daB Uroporphyrin darin sei, ins!) 
sondere durch den Vergleich der erhaltenen spektroskopischen Zahlen 
mit einem kiinstlichen Gemisch von Uroporphyrin bzw. Koproporphyrin 
und Serum. Bei der spektroskopischen Untersuchung dieser Gemische 
paBten die Werte von normalem Serum und Uroporphyrin am besten 
zu den bei Petry gefundenen Serumwerten. Natiirlich kann ein 
zwingender Riickschlu8 aus diesen Resultaten fiir die Art des zugrunde 


liegenden Porphyrins nicht gezogen werden. Die Méglichkeit einer 


Bindung an Eiweib und ihnliches kann nicht von der Hand gewiesen 
werden und es ist hier nun zum erstenmal gelungen, im Serum selbst 
eine Differenzierung in verschiedene Porphyrine zu erzielen.“ 


Alle Vorwiirfe Schumms sind also zum zweitenmal er- 
hoben, obwohl sie von mir bereits restlos widerlegt waren 
Neue Momente hat Schumm nicht angefiihrt. Da’ keine 
unserer einschlagigen Arbeiten zitiert ist, sei nur nebenbei 
bemerkt. Herr Schumm besitzt kein Recht mehr auf eine 
Krwiderung. 











Synthese von Pyrrolketonen nach Friedel-Crafts. 
Hans Fischer und Fritz Schubert. 


Aus dem Organisen-chemischen Institut der Technischen Hlochschule Miinchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Marz 1926.) 


Die Synthese der Pyrrolketone gelingt nach zahlreichen 
Methoden.') ‘Trotz allem sind manche Ketone nur schwer 
zuginglich, oft lassen auch die Ausbeuten zu wiinschen iibrig. 
Aus all diesen Griinden erschien es uns von Interesse, nach 
der Friedel-Craftsschen Synthese mit Hilfe von Aluminium- 
chlorid die Kinfiihrung der Siurereste zu versuchen. Die Ke- 
aktion gelang iiberraschend gut und in vielen Fallen war die 
Ausbeute an Pyrrolketonen so gut wie quantitativ. Im all- 
gemeinen pflegt in der Pyrrolreihe die «-Stellung die allein 
reaktionsfiihige zu sein und gelingt es in die #-Stellung, die 
fiir die Synthese der Blutfarbstofispaltprodukte besonders 
wichtig ist, Substituenten nur schwierig oder gar nicht ein- 
zufiihren. 

Hier bei der Friedel-Craftsschen Synthese geht die 
Kinfithrung der Siurereste sowohl in «@- wie f-Stellung; im 
allgemeinen sogar besser in die -Stellung und bei einer Reihe 
von Pyrrolen war die Ausbeute so gut wie quantitativ, insbe- 
sondere auch beim 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol, fiir das vor 
kurzem erst eine bequeme priiparative Methode mit Walach’) 
verdffentlicht wurde. 


') Ausfiihrliche Literaturangaben im Viktor Meyer-Jacobson, 
Lehrbuch d. org. Chemie, II. Bd., Heterocykl. Verbindungen, S. 185 (1920). 
*) Ber. Bd. 58, S. 2820 (1925). 
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An diesem 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol gelang 


dann nach Friedel-Crafts mit Acetylchlorid in die £-Stellung | 


mit einer Ausbeute tiber 90°/, den Acetylrest einzufiihren und 
so zum 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxypyrrol zu gelangen, 
dem wichtigen Ausgangsmaterial fiir die Synthese des Krypto- 
pyrrols. Der neue Weg bedeutet eine ganz betriichtliche Ver- 
biligung der Synthese dieses wichtigen Bausteins, das teure 
Acetylaceton ist iiberfliissig und die Synthese des wichtiger 
Kryptopyrrols ist damit im Prinzip auf die Darstellung au; 
Acetessigester und Acetylchlorid zuriickgefiihrt. 
Propionylchlorid, Butyrylchlorid, Benzoylchlorid konnten in 
der gleichen Weise zur EKinfiithrung der betrefienden Reste 
benutzt werden. So wurden eine Reihe bereits bekannter 
Pyrrole (naiheres im experimenten Teil) synthetisiert; neu 
wurden folgende erhalten: 2-Acetyl-4-carbithoxy-5-methylpyrrol, 
2-Chloracetyl-4-carbathoxy-5-methylpyrrol, 2,4-Dimethyl-3-pro- 
pionyl-5-carbithoxypyrrol. Hieraus wurde die freie Séure ge- 
wonnen und diese dann in das 2,4-Dimethyl-3-propionylpyrrol 
iibergefiihrt. Weiterhin erhielten wir 2,4- Dimethyl-3-carbiithoxy- 
5-propionylpyrrol (dieses Pyrrol ist inzwischen von W. Kiister’ 
beschrieben worden. Der Kérper schmilzt aber nicht bei 145’, 
wie angegeben, sondern bei 151°), ferner 2-Propionyl-4-car)- 
‘ithoxy-5-methylpyrrol, 2,4,5-Trimethyl-3-propionylpyrrol, 2,4- 
Dimethyl-3-butyryl-5-carbithoxypyrrol, das hiermit isomere 


2,4-Dimethyl-3-carbithoxy -5-butyrylpyrrol, 2-Butyryl-4-carb- | 
iithoxy-5-methylpyrrol, 2,4-Dimethyl-3-benzoyl-5-carbithoxy- | 


pyrrol, 2-Benzoyl-4-carbithoxy-5-methylpyrrol und 2,4,5-T'n- 
methyl-3-benzoylpyrrol. 

Im allgemeinen wurde in Schwefelkohlenstofflésung ge- 
arbeitet, ein geringer Uberschu8 von Siiurechlorid zugegeben 
und dann die gleiche Gewichtsmenge Aluminiumchlorid. In der 
Regel trat spontan die Reaktion unter Chlorwasserstoffentwicklung 


ein und es schied sich dann meist ein harzartiger dunkler * 


Kérper aus, offenbar ein Aluminiumchloridanlagerungsprodukt. 
Meist erwirmten wir dann noch einige Zeit, zersetzten dani 





') Chemie der Zelle u. Gewebe, Bd. 12, S. 17 (1924). 
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mit Wasser und destillierten den Schwefelkohlenstoff ab. Die 
zuriickbleibende dunkel gefirbte Masse wird dann durch Um- 
krystallisieren aus Alkohol gereinigt. Haufig entstanden neben 
den theoretisch zu erwartenden Reaktionsprodukten hoch 
schmelzende Nebenprodukte, die gelegentlich nither untersucht 
werden sollen. 


Versuehe, 
Kondensation von Pyrrolderivaten mit Saurechloriden. 


Kinwirkung von Acetylchlorid auf 2,4-Dimethyl-3- 
carbathoxypyrrol. 

2g Pyrrol werden in 20 g Schwefelkohlenstoff gelist, mit 
1 g frisch destilliertem Acetylchlorid versetzt und zu dieser 
Lésung 1 g sublimiertes Aluminiumcblorid hinzugefiigt. Nach 
schwachem Erwirmen beginnt sofort eine heftige Reaktion 
unter Salzsiureentwicklung. Sobald diese abgeklungen ist, er- 
wirmt man den Kolben noch eine Stunde durch EKinstellen in 
warmes Wasser. Wahrend dieser Reaktion scheidet sich ein 
dunkelrotes Harz aus; die dariiber befindliche Schwefelkohlen- 
stofflésung klirt sich auf. Man 1laBt das Reaktionsgemisch 
iiber Nacht stehen, versetzt dann unter Kiihlung mit Wasser 
und destilliert den Schwefelkohlenstoff ab. Es bleibt ein blau- 
violett gefarbter Kérper zuriick, der auf dem Wasserbad ge- 
trocknet 1,7 g wog. Dieser lést sich in organischen Loésungs- 
mitteln ziemlich leicht mit intensiv blauer Farbe. Die Liésung 
in Alkohol ergab folgenden spektroskopischen Befund: 

Schatten im Griin, unscharfer Streifen von 2 490,0—535,0. 
Der Schatten geht schwach weiter bis zum Orange; scharfer 
Streifen von A 579,2—637,2. Aus der blauen Lésung konnte 
ein krystallisierter blauer Kérper nicht erhalten werden. Beim 
Verdunsten der Lésung schieden sich neben farblosen Nadeln 
blaue Schmieren ab. Durch Kochen hellt sich die Lésung auf 
und schied nach dem Erkalten auf Zusatz von Wasser einen 
schwach hellbraun gefirbten Kérper aus. Ausbeute 1,7 g. 
Das Produkt ist nicht einheitlich, Neben dem in kleinen 
Nadeln krystallisierenden, bei 139° schmelzenden 2,4-Dimethyl- 
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3-carbiithoxy-5-acetylpyrrol ist noch ein in kleinen gelblich 
gefiirbten Krystallen erscheinender Koérper vorhanden, der be: 
207° schmilzt. N-Bestimmung des 2,-i-Dimethyl-3-carbiithoxy- 
5-acetylpyrrol: 

0,1132 g Substanz gaben 7,0 cem N (15°, 718 mm). 

C,,H,,0,N Ber. N 6,68°/, Gef. N 6,81°/,. 

Mischschmelzpunkt mit auf andere Weise gewonnenem 
Pyrrol ergab keine Depression. 

Der Ké6rper vom Schmelzp. 207° gibt in alkoholischer 
Lésung auf Zusatz von konzentrierter Salzsiiure sofort, mit 
verdiinnter Siiure erst nach kurzem Erwiirmen, eine intensiy 
orange Farbung. Im Spektroskop zeigte diese Loésung nach 
Vorbeschattung einen undeutlichen Streifen von 4 537,5—527,0. 
Aus Alkohol umkrystallisiert Schmelzp. 207°. 

Die Trennung der beiden Korper geschieht durch Kochen 
des Rohproduktes mit Ligroin und raschem Filtrieren. Durc|) 
Abkiihlung des Filtrats erhilt man das 2,4-Dimethyl-3-carb- 
iithoxy-5-acetylpyrrol. Der bei 207° schmelzende Ko6rper isi 
namlich in Ligroin unléslich. Beide Kérper entstehen  stets 
nebeneinander und das gegenseitige Mengenverhiiltnis ist hiutig 
trotz Einhaltung der gleichen AuBenbedingungen verschicden. 
Kine andere Trennungsmethode besteht darin, daB man den 
Koérper mit kaltem Alkohol digerieit, absaugt und das Filtrat 
mit Wasser fallt. Der in Alkohol unlosliche Kérper ist der 
bei 207° schmelzende. Letzterer ist léslich in Chloroform, 
Aceton, Alkohol, Eisessig; schwer léslich in Benzol, unldslich 
in Petrolither, Ligroin und Wasser. 

3,290 mg Substanz gaben 2,110 mg H,O, 7,930 mg CO,. 

4,091 mg - » 09,2813 cem N (18°, 717 mm). 

Gef. C 65,749, H 717%  N 1,71%,. 

Auf Grund dieser Analysenergebuisse konnte eine be- 

friedigende Theorie noch nicht gefunden werden. 


2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-acetylpyrrol. 
1 g Pyrrol und 0,9 g Acetylchlorid werden in 10 ¢g 
Schwefelkohlenstoff gelést und 1 g Aluminiumehlorid hinzu- 
gefiigt. Nach kurzem Erwirmen beginnt die Reaktion unter 
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stiirmischer Chlorwasserstoffentwicklung. Nach Beendigung der 
Reaktion wurde unter hiufigem Umschiitteln und schwachem 
Erwirmen etwa 1 Stunde stehen gelassen. Hierauf wurde unter 
Kiihlung mit Wasser versetzt. Nach dem Abdestillieren des 
Schwefelkohlenstoffis bleibt ein brauner Koérper zuriick. Auf 
dem Wasserbad getrocknet 1,25 g. Der Kérper wurde in 
Alkohol gelést, filtriert und mit Wasser gefallt. Nochmals aus 
Alkohol umkrystallisiert, wurde er in farblosen Nadeln vom 
Schmelzp. 143° erhalten. Mischschmelzp. mit ringsynthetischem 
Pyrrol ergab keine Depression. Durch Verseifen wurde die 
Siure, und durch trockene Destillation derselben das 2,4-Di- 
methyl-3-acetylpyrrol vom Schmelzp, 139° erhalten. 
0,1460 g Substanz gaben 9 cem N (18°, 718 mm). 
Ct Oelt. Ber. N 6,7°/, Gef. N 6,83°/,. 


2-Methyl-3-carbithoxy-5-acetylpyrrol. 

0,5 g Pyrrol werden wie oben der Kinwirkung von Acetyl- 
chlorid und Aluminiumchlorid in Schwefelkohlenstofflésung 
unterworfen. Nach dem Abdestillieren des Schwefelkohlenstoffs 
blieb ein hellbrauner K6rper zuriick, 0,6 g. Dieser wird in 
Alkohol gelést, filtriert und in Wasser gefillt. Aus Alkohol 
umkrystallisiert farblose Nadeln vom Schmelzp. 152°. 

01215 ¢ Substanz gaben 0,2739 g CO,, 0,0742 g H,O. 

C,.H,,0,N Ber. C 61,54°/, H 6,67°/, 
Gef. 61,50 ,, 6,85 


2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-5-chloracetylpyrrol. 


0,5 ¢ Pyrrol lést man in 5 g Schwefelkohlenstoff und gibt 
zu dieser Lésung 0,6 g Chloracetylchlorid und 0,5 ¢ Aluminium- 
chlorid. Nach kurzem Anwiirmen beginnt die Reaktion, die 
zweckmigvig durch Erwiirmen im Gang gehalten wird. Nach 
2 Stunden wird vorsichtig mit Wasser zersetzt und der Schwefel- 
kohlenstoff abdestilliert. Der so erhaltene Kérper wird zwei- 
mal aus Alkohol umkrystallisiert und erscheint so in farblosen 
Nadeln vom Schmelzp. 187°. Ausbeute 0,6 g, Mischschmelz- 
punkt mit aus Chloracetonitril nach der Héschschen Keton- 
Synthese dargestellten Pyrrol ergab keine Depression. 
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2,4-Dimethyl-5-carbaithoxy-3-chloracetylpyrrol. 

0,5 g Pyrrol und 0,7 g Chloracetylpyrrol werden in 5 ¢ 
Schwefelkohlenstoff gelést und mit 0,5 g Aluminiumchlorid ver- 
setzt. Nach kurzem Erwirmen beginnt die Reaktion, dic 
Liésung farbt sich dabei rot. Nach einiger Zeit scheidet sich 
ein dunkles Ol aus, wiihrend sich die Schwefelkohlenstofflésun: 
aufklirt. Nach dem Zersetzen mit Wasser und Destillation 
des Schwefelkohlenstoffs erhalt man einen Kérper, der nacl) 
dem Umkrystallisieren aus Alkohol den Schmelzp. 162° zeigt. 
Ausbeute 0,5 g. Mischschmelzpunkt mit dem von H. Fischer 
und WeiB (Ber. Bd. 56, 8. 1201 [1923)) dargestellten Kérper 
ergab keine Depression. 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-chloracetylpyrrol. 

0,5 g 2-Methyl-3-carbiathoxypyrrol und 0,6 g Chloracety!- 
chlorid werden wie oben in Schwefelkohlenstofflésung in Re- 
aktion gebracht. Nach 2 stiindigem Stehen wird das Reaktions 
produkt mit Wasser versetzt. Man erhilt einen hellbraunen 
K6rper zuriick, der mit heiBem Alkohol gewaschen und aus 
Hisessig umkrystallisiert wurde. Schmelzp. 216°. Ausbeute 
0,0 g. 

Zum Vergleich setzten wir 2-Methyl-3-carbathoxypyrro! 
mit Chloracetonitril um und es wurde ein mit dem eben be- 
schriebenen Chloracetoprodukt identischer Koérper erhalten. 


2-Methyl-3-carbathoxy-5-chloracetylpyrrol. 

0,5 g 2-Methyl-3-carbithoxypyrrol lést man in 10 ccm 
absolutem Ather und fiigt 0,45 g (1?/, Mol.) Chloracetonitri! 
hinzu. Unter Eiskiihlung und Ausschluf von Feuchtigkeit 
leitei man in diese Loésung einen lebhaften Strom von 
trockenem Chlorwasserstoff ein. Nach einiger Zeit beginnt die 
Ausscheidung eines krystallisierten Kérpers. Zwecks  voll- 
kommener Ausscheidung lift man iiber Nacht stehen, saugt 
dann das gebildete Ketiminchlorhydrat ab und wiischt mit 
Ather nach. Der Kérper wird dann im Wasser gelést und 
auf dem Wasserbad erwiirmt. Nach kurzer Zeit fallt ein 
krystalliner Niederschlag aus. Nach dem Absaugen und Um- 
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krystallisieren aus Alkohol erscheint er in farblosen Nadeln, 
die meist zu Biischeln angeordnet sind. Schmelzp. 217° u. Z. 
Ausbeute 0,5 g. Pyrrolreaktion in der Hitze und Kilte negativ. 
Der Koérper ist leicht léslich in Alkohol, Aceton, Chloroform, 
Hisessig; unléslich in Petrolither und kaltem Wasser. 

0,1664 g Substanz gaben 9,3 eem N (14°, 711 mm). 

C,,H,,0,NCl Ber. N 6,12°/,  Gef. N 6,22°%/,. 

Mischschmelzpunkt mit dem soeben beschriebenen Chlor- 

acetokérper ergibt keine Depression. 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxy-3-propionylpyrrol. 

3,0 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol werden in 40 ccm 
Schwefelkohlenstoff in einem Rundkolben gelést und mit 3 g 
Propionylchlorid (1'/, Mol.) und 3g Aluminiumchlorid versetzt 
und auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler schwach erwarmt. 
Ks tritt bald Reaktion unter Entwicklung von Chlorwasserstoff 
ein. Wahrend der Reaktion scheidet sich ein dunkles Ol aus. 
Nach etwa 1'/, Stunden ist die Reaktion beendet. Man zer- 
setzt das gebildete Reaktionsprodukt mit Wasser und destilliert 
den Schwetelkohlenstoff ab. Es bleibt ein briaunlich gefarbter 
Koérper zuriick, der abgesaugt und mit Wasser gewaschen wird. 
Aus Alkohol—Wasser umgefallt und zweimal aus Alkohol um- 
krystallisiert Schmelzp. 140°. Ausbeute 3,2 g. Leicht léslich 
in Alkohol, Aceton, Chloroform, Eisessig, unléslich in Ligroin, 
Wasser. 


0,1352 g Substanz gaben 7,8 cem N (16°, 717 mm). 


0,1115 g ° , 0,2630 g CO,, 0,0776 g H,O. 
C,,.H,,0,N Ber. C 64,58°/, H 7,62°/, N 6,28"), 
Gef. ,, 64,35 i ae 5 6,43 


2,4-Dimethyl-3-propionyl-5-pyrrolcarbonsaure. 


1 g Pyrrol wird mit 10 ccm 10°/,iger NaOH versetzt und 
soviel Alkohol hinzugefiigt, dafi eben Loésung eintritt. Man 
kocht etwa 10 Minuten auf dem Wasserbad, hierauf wird der 
Alkohol verjagt, die Lésung mit Wasser verdiinnt und filtriert. 
Man fallt die Saure aus der mit Kis gekiihlten Lésung mit 
kalter verdiinnter Salzsiure aus und erhilt sie in Form von 
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prismatischen Niadelchen, die hiufig zu Garben vereinigt sind. 
Léslich in verdiinntem Alkohol. Schmelzp. 213° u. Z. Aus. 
beute etwa 75°/). 
0.1038 g Substanz gaben 7,0 com N (16°, 718 mm). 
C,,H,,0;N Ber. N 7,18°/, 


| 7,21 


2,4-Dimethyl-3-propionylpyrrol. 


1,5 g¢ der gut ausgewaschenen und getrockneten Siur 
werden vorsichtig der trockenen Destillation unterworfen. |. 
destilliert ein gelbes Ol, das bald erstarrt. Aus Alkohol um. 
krystallisiert farblose Krystalle vom Schmelzp. 123°. Pyrro! 
reaktion in der Kiélte und Hitze positiv. Ausbeute 65° .. 
Léslich in Aceton, Alkohol, Chloroform, Benzol, unléslich in 
Ligroin, Petrolather und Wasser. 

0,0977 g Substanz ergaben 0,2551 g CO,, 06,0768 g¢ H,O. 


0,0960 g i “ 8,0 cem N (14°, 719 mm). 
C,H,,0N Ber. C 71,52°/, H 8,61°/, N 9,27°%, 
Gel. ,, 74,37 .. 8,80 5 9,98 


2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-5-propionylpyrrol. 


2 g 2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol werden wie oben der 
Reaktion mit Propionylchlorid in Schwefelkohlenstofflésung 
unterworfen. Durch schwaches Anwairmen wird die Reaktion 
eingeleitet und durch Einstellen in lauwarmes Wasser in Gang 
gehalten. Nach dem Zersetzen mit Wasser erhalt man einen 
schwach rosa gefirbten Kérper, der einen unscharfen Schmelz). 
von 150—170° aufweist. Man kocht diesen Korper mit Alkoho! 
und filtriert rasch. Das Filtrat wird in Wasser gefiallt, es 
scheidet sich dabei ein farbloser Kérper aus, der in Nadelp 
krystallisiert. Schmelzp. 151°, Kiister gibt 145° an. Leicht 
léslich in Aceton, Chloroform, Alkohol, Eisessig, unléslich in 
Wasser und Petrolither, Ligroin. Ausbeute 0,4 g. Pyrrol- 
reaktion schwach positiv. 


0,1105 g Substanz gaben 90,2609 g CO,, 0,0770 g H,O. 
C,.H,,0,N Ber. OC 64,58°/, H 7,62°/, 
Gef. ,, 64,41 »» 1,00 
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Der in Alkohol unlésliche Kérper wird noch einmal mit 
Alkohol ausgekocht und aus Aceton—Wasser umgefillt. Er 
krystallisiert in kleinen farblosen Krystallen vom Schmelzp. 
933°. Ausbeute 1,4 ¢. Dieser K6rper gibt in alkoholischer 
Lisung auf Zusatz von Siure eine Orangefiirbung. Im Spek- 
troskop zeigt sich nach kurzem Vorschatten eine scharfe Ab- 
sorption bei 4 526,4—446,5. Schwacher Schatten im Violett. 

0.1020 g Substanz ergaben 0,2530 g CO,, 0.0744 ¢ HO. 


0,1207 ¢ - ” 7.8 cem N (14° 718 mm). 
Gef. C 67,67°/, H 8,16°/, N 1,26° 


y° 


Einwirkung von Butyrylchlorid auf 
2,4-Dimethyl-3-carbathoxypyrrol. 


1g Pyrrol wird in 10 g Schwefelkohlenstoff gelést und 
mit 0,7 g Butyrylchlorid und 1 g sublimiertem Aluminium- 
chlorid versetzt. Nach kurzem Erwiirmen beginnt die Reaktion 
unter Abscheidung eines dunkelroten Harzes. Nach mebhr- 
stiindigem Stehen versetzt man unter Kihlung mit Wasser 
und destilliert den Schwefelkohlenstoff ab. Man erhialt einen 
hellbraunen Korper, der ein Gemisch darstellt. Die Trennung 
der beiden entstandenen Kérper gelingt durch mehrmaliges 
Auskochen des Kérpers mit Ligroin und heiBbem Filtrieren. 
Beim Erkalten der Ligroinlésung krystallisiert das 2,4-Di- 
methyl-3-carbithoxy-5-butyrylpyrro! vom Schmelzp. 136° aus. 
Dieses ist leicht léslich in Ather, Chloroform, Benzol, Alkohol, 
Aceton, unléslich in Petrolither und Wasser. Die Pyrrol- 
reaktion ist in der Kilte negativ, in der Hitze schwach positiv. 

0,1204 g¢ Substanz gaben 6,6 cem N (14°, 713 mm). 

CeO Ber. N 5,91°/, Gef. N 6,09°),. 

Der in Ligroin unlésliche Koérper schmilzt bei 190° und 
sibt in Lésung mit verdiinnter Mineralsiiure schon in der 
Kalte intensiv orangerote Fairbung. Spektroskopischer Befund: 
Das ganze Spektrum ist gleichmifig schwach beschattet. 
Starker Schatten in Violett und Blau, Streifen bei 4% 482,7 
bis 415,8. Aus dieser Lisung kann man durch Fallen mit 
Wasser den Korper wieder unzersetzt erhalten. Leicht lés- 
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lich in Alkohol, Eisessig, Aceton, Chloroform. Unldslich in 
Petroliither, Ligroin, Ather und Wasser. 
3,650 mg Substanz gaben 9,270 mg CO,, 2,120 mg H,0. 
' 0,1134 ¢g - » 6,84 cem N (14°, 718 mm). 
Gef. C 69,27°, H 6,49°/, m 677%, 
Auf Grund dieser Analysen konnte eine Theorie noc! 
nicht gefunden werden, 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxy-3-butyrylpyrrol. 

1 g Pyrrol wird in 10 g Schwefelkohlenstotf mit 1 g Alu- 
miniumchlorid und 0,7 g Butyrylchlorid in Reaktion gebracht. 
Die Reaktion verlauft nicht so heftig wie beim 2,4-Dimethy|- 
3-carbathoxypyrrol. Man lait iitber Nacht stehen, zersetz 
dann mit Wasser. Man erhalt einen dunkelbraunen KoOrper, 
der in Alkohol umkrystallisiert in glitzernden Blittchen vow 
Schmelzp. 116° erscheint. Mischschmelzpunkt mit dem Aus- 
gangsmaterial (125°) ergab starke Depression. Pyrrolreaktion 
in der Kalte negativ, in der Hitze schwach positiy, De: 
K6rper ist leicht léslich in Aceton, Alkohol, Eisessig, Chloro- 
form. Schwer léslich in Ligroin, Wasser; unléslich in Petrolither. 

0,1256 g Substanz gaben 6,9 eem N (15°, 714 mm). 

C,,H,,O,N Ber. N 5,91°/, Gef. N 6,10°/). 


2-Methyl-3-carbithoxy-5-butyrylpyrrol. 
Die Lésung von 1 g Pyrrol in 10 com Schwefelkohlenstoti 
wird mit 0,6 g Butyrylchlorid versetzt und unter Kiskiihlung 
mit 1 g Aluminiumchlorid in Reaktion gebracht. Unter hiiu- 


. figem Umschiitteln erwiirmt man das Reaktionsgemisch schwacl 


und laBt zwecks Vervollkommnung des Prozesses iiber Nacht 
stehen. Es scheidet sich ein dunkles Harz aus, das nach dem 
Zersetzen mit Wasser einen braunen Korper liefert. Man er- 
hilt diesen aus Alkohol wmkrystallisiert in farblosen Nadeln 
vom Schmelzp. 131° Leicht léslich in Methylalkohol, Chloro- 
form, Aceton, léslich in Alkohol und Benzol, unléslich in 
Ligroin und Petrolither. 
0,1260 g Substanz gaben 7,4 cem N (14°, 714 mm). 
C,.H,,0,N Ber. N 6,289,  Gef. N 6,56). 
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2-Methyl-3-carbithoxy-5-benzoylpyrrol. 

0,5 g Pyrrol werden in 5 g Schwetelkohlenstoti mit 0,7 ¢g 
Benzoylchlorid und 0,5 g Aluminiumchlorid versetzt. Das bei 
der Reaktion entstehende dunkle Harz wird nach etwa 
10-stiindigem Stehen vorsichtig mit Wasser zersetzt, man er- 
hilt 0,6 g eines braunen Korpers, der aus Alkohol umkrystal- 
lisiert in gelben Nadeln vom Schmelzp. 167° erhalten wird. 
Pyrrolreaktion in der Hitze schwach positiv, Halogen- und 
Schwefelpriifung negativ. Leicht léslich in Misessig, Alkohol, 
Aceton, Chloroform; unléslich in Petroliither, Ligroin und 
Wasser. 

0,1262 g Substanz gaben 6,2 cem N (17°, 713 mm). 

C,;H,;0,N Ber. N 5,44°, Gef. N 5,43°/,. 


2,3,5-Trimethyl-4-acetylpyrrol. 

2 g Trimethylpyrrol werden in etwa 20 ccm Schwefel- 
kohlenstoft aufgenommen und mit 1,5 g Acetylchlorid und 2 g 
sublimiertem Aluminiumchlorid versetzt. Nach kurzem Er- 
wiirmen beginnt die Reaktion unter Chlorwasserstofientwicklung 
und Ausscheidung eines roten Harzes. Nachdem die Reaktion 
zu Knde ist (etwa 1/, Stunde), wird noch 1/, Stunde durch Kin- 
stellen in lauwarmes Wasser erwirmt. Hierauf destilhiert man 
den fast farblosen Schwefelkohlenstoff ab und zersetzt den 
dunkelroten Riickstand mit wenig Wasser. Man erhilt so 
einen grauen Korper, 0,8 g, der nach dem Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Alkohol das bei 209° schmelzende 2,3,5-Tri- 
methyl-4-acetylpyrrol lieferte. Der Mischschmelzpunkt mit 
dem ringsynthetischen Pyrrol ergab keine Depression. Aus- 
beute 0,8 g. 

0,0939 g Substanz gaben 0,2440 g CO,, 0,0726 g H,O. 

C,H,,ON Ber. C 71,52 °/, H 8,81 °/, 
Gef. ,, 71,18 oie 

Aus dem dunkelroten Filtrat des bei der Zersetzung des 
Kondensationsproduktes entstehenden 2, 3, 5-‘Trimethyl-4-acetyl- 
pyrrols kommt nach dem Abkiihlen ein in dunkelroten Nadeln 
krystallisierender Kérper heraus. Dieser ist in allen organi- 
schen Liésungsmitteln und ebenso in Wasser leicht léslich. 
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Oftenbar hegt ein salzsaures Salz vor. Beim Behandeln iy 


alkoholischer Lésung mit Ammoniak wird er farblos und zeict | 


den Schmelzp. 259° Mit Salzsiiture behandelt, liefert er dei 
urspriinglichen Koérper wieder zuriick. 


2,3, 5-Trimethyl-4-propionylpyrrol. 

1 g Trimethylpyrrol wird in 10 g Schwefelkohlenstoff mit 
i g Propionylchlorid und 1 g Aluminiumchlorid in Reaktion 
gebracht. Nach etwa 1/, stiindiger Reaktionsdauer wird de: 
Schwefelkohlenstoff abdestilliert und das  zuriickgeblieben: 
dunkelrote Harz mit Wasser zersetzt. Es hinterbleibt nac/i 
dem Absaugen und Trocknen ein dunkelbrauner Kérper (1 ¢. 
der in Alkohol mit Tierkohle gekocht und mit Wasser gefill! 
wurde. Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, erhielt man 
0,7 g eines schwach rosa gefirbten in Nadeln krystallisierenden 
Kérpers vom Schmelzp. 154°, Chlorreaktion ist negativ, Pyrrol- 
reaktion in der Kilte sehr schwach, in der Hitze stirke: 
positiv. Leicht léslich in Alkohol und Eisessig, Chloroform, 
Benzol, Aceton, unléslich in Ather, Petrolither, Ligroin. 

0,1018 g Substanz gaben 0,2710 g CO,, 0,0830 ¢ HO. 

C, H,,ON Ber. C 72,72, H 9,09°/, 
Gef. ,, 72,62 9,14 

Kin Nebenprodukt wie beim Trimethyl-acetylpyrrol konnt 
hier nicht gefaBt werden. Die Lésung ist jedoch auch hier 
rot gefirbt. 


2,3,5-Trimethyl-4-benzoylpyrrol. 

1 g Trimethylpyrrol wird in Schwefelkohlenstofflésung und 
1,5 g Benzoylchlorid und 1 g Aluminiumchlorid schwach er- 
wirmt. Hs scheidet sich bald ein dunkelrotes Ol aus, wihrend 
nur eine minimale Salzsiureentwicklung zu beobachten ist. 
Nach etwa ?/, stiindiger Kinwirkung wird mit Wasser versetzt 
und der Schwefelkohlenstoff abdestilliert. Das Reaktions- 
produkt schwimmt als rotes Ol auf der wiiBrigen Lisung. 
Man kocht unter Riihren mit dem Glasstab kurze Zeit aut 
und kithlt dann durch Einstellen in Eis ab. Dabei erstarrt 
das Ol zu einer braunen Masse, die abgesaugt und auf Ton 
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abgepreBt wird. Nach Auskochen mit waBriger Ammoniak- 
lésung wird der Korper aus Alkohol umkrystallisiert. Man 
erhilt 0,7 g farblose krystalline Nadeln vom Schmelzp. 174°. 
Lislich in Alkohol, Eisessig, Chloroform, unléslich in Ather, 
Petrolither und Ligroin. 
4,464 mg Substanz gaben 0,2802 cem N (20°, 713 mm). 
C,,H,,NO Ber. N 6,57° Gef. N 6,86°/, 


) 


2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-5-benzoylpyrrol. 


0,5 g 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol werden in 5 g 
Schwefelkohlenstoftlésung mit 0,5 g Benzoylchlorid (1’/, Mol.) 
und 0,5 g Aluminiumchlorid in Reaktion gebracht. Nach 
schwachem Erwiirmen beginnt sofort eine lebhafte Reaktion 
unter Chlorwasserstoffentwicklung. Dabei scheidet sich ein 
dunkelrotes Ol aus. Nach etwa 1-stiindigem Stehen in lau- 
warmem Wasser wird die fast farblose Schwefelkohlenstofi- 
lisung destilliert und das zuriickgebliebene Ol mit Wasser zer- 
setzt. Es bleibt dabei eine halbfeste rote Masse zuriick, die 
nach mehrmaligem Auskochen mit Wasser abgesaugt und auf 
‘l'on abgepreBt wird. Nach Behandeln mit warmem Wasser 
unter Zusatz mit Ammoniak fairbt sich der Kérper gelb. Durch 
Kochen in alkoholischer Lésung mit Tierkohle und Filtrieren 
erhalt man den K6rper nach dem Erkalten in farblosen Nadeln 
vom Schmelzp. 108°; Mischschmelzpunkt mit dem nach der 
Hischschen Ketonsynthese von H. Fischer und Schneller 
dargestellten Pyrrol ergab keine Depression. 

0,1130 g Substanz gaben 0,2920 g CO,, 0,0652 g H,0O. 


C,,H,,U,;N Ber. C 70,85°/, H 6,27° 
Gef. ,, 70,50 » 6,46 


vu 


2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-benzoylpyrrol. 


1 g Pyrrol wurde wie oben mit Benzoylchlorid und Alu- 
miniumchlorid behandelt. Es wurde so ein Kérper erhalten, 
der nach Umkrystallisieren aus Alkohol farblose Nadeln vom 
Schmelzp. 118° lieferte. Ausbeute 90°/,. Chlorreaktion negativ. 
Pyrrolreaktion bei lingerem Kochen schwach positiv. Leicht 








| 


ee ae et re 


t 
{ 
, 
, 
{ 
4 
t 
; 
ie 
t 





112 H. Fischer und F. Schubert, Synthese yon Pyrrolketonen usy, 


léslich in Alkohol, Chloroform, Aceton, Eisessig, unldéslich \, 


Petrolither und Wasser. 
0,1035 g Substanz gaben 0,2676 g CO,, 0,0604 g H,O. 


Lo 7 . AS 
Gef. ,, 70,54 » 6,58 


Einwirkung von Acetylchlorid auf Acetonpyrrol. 


0,5 g Acetonpyrrol wurden in 15 ccm Schwefelkohlenstui) 
unter Erwirmen geliést, mit 1 ¢ Acetylchlorid und 1 g Aluminium. 
chlorid versetzt. Es tritt unter starker Chlorwasserstoffentwick. 
lung Ausscheidung eines roten Kérpers ein, der in organisch« 
Lésungsmitteln teilweise gut léslich war. Kr ist jedoch amor): 
und besitzt keinen Schmelzpunkt. Halogen- und Schwefel- 


reaktion negativ. 
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Uber den Hamatoporphyrinmonomethylather. 
10. Mitteilung tiiber Porphyrine. 
Nach Versuchen von Herr Dr. A. Miiller mitgeteilt 
you 
William Kiister. 


Aus dem Labor. f. organ, u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule Stutigart. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mirz 1926.) 


In der ersten Mitteilung itiber den Hiamatoporphyrindi- 
methylither}), in der ich tiber Ergebnisse von Untersuchungen 
meines Mitarbeiters P. Deihle berichtete, fand bereits Erwih- 
nung, da sich eine Verseitung zu einem Monomethylather 
unter dem Kinflu®B von 5°/ iger Salzsiiure bewerkstelligen libt. 
Wir hatten daraus den Schlu8& gezogen, daB die beiden Meth- 
oxyle sich in verschiedenartiger Bindung befinden miiBten und 
bei der Anuahme, im Hiimin seien zwei der Seitenketten als 
Vinyle vorhanden, geglaubt, diese Verschiedenheit durch Vor- 
handensein einer sekundiren und einer primiiren Alkoholgruppe 
Ausdruck geben zu kénnen.”) Nachdem sich dann gezeigt 
hatte, daB bei der Oxydation des Himatoporphyrindimethyl- 
ithers neben zwei Molekiilen Himatinsiiure ein Molekiil eines 
methoxylierten Imids, C,H,,O,N, erhalten, dab also drei der 
vier Pyrrolkerne des Porphyrins als Imide gefaBt werden — 
denn auch die Himatinsiiure, C,H,O,N, ist ein Imid —, with- 
rend der vierte Kern verloren geht’), lag es nahe, anzunehmen, 
daB das methoxylierte Imid aus dem Pyrrolkern stammte, dem 
die sekundiire Alkoholgruppe angegliedert war, zumal sich dann 
bei der Verseifung des Imids durch konzentrierte Lauge auch 

') 3. Mitt. iiber Porphyrin, Diese Zs. Bd. 86, 8. 52 (1913). 

*) 5. Mitt. tiber Porphyrin, Diese Zs. Bd. 109, S. 127 (1920), 

*) 6. Mitt. tiber Porphyrin, Diese Zs. Bd. 133, 8S. 122 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CY. 5 
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eine Verseifung des Methoxyls einstellte, welches Verhalten dic 
Stellung des Methoxyls an dem dem Pyrrolkern benachbartc) 
Kkohlenstofiatom héchstwahrscheinlich machte.4) War nup 
unsere Ableitung zutreffend, so hitte der durch Verseifung de 
Dimethylithers entstandene Monomethylither des Himato 
porphyrins, bei dem voraussichtlich aus der sekundiren Alko- 
holgruppe das Methyl abgespalten worden war, bei nachfolgen- 
der Oxydation kein neutrales Imid geben diirfen. Tatsiichlic)) 
lieferte er aber dasselbe Imid wie der Dimethylither. Diese; 
Resultat steht also mit unserer soeben entwickelten friiheren 
Auffassung nicht im KEinklang, wohl aber deckt es sich voll- 
stindig mit dem neuen, von uns ermittelten Ergebnis, wonacl 
im Himin nicht zwei Vinyle (C,H,) anzunehmen sind, sondern 
ein Komplex C,H, als Seitenketten vorhanden ist.*) 

Denn nun werden sich nach Addition von zwei Molekel» 
Bromwasserstoff und Ersatz der Bromatome durch zwei Meth- 
oxyle zwei verschiedenartige methoxylierte Seitenketten gebildet 
haben, von denen die eine ungesiittigt ist. Ob diese nun das 
Brom in Stellung ,,1“ oder ,2“ enthilt, ob also die Anordnung: 

So—C—CH, ‘SO—CO—CH, 

NY | oder N¢ | 
»C—C—CBr=CH, »C—C—CH=CHBr 
vorliegt, bleibt noch unentschieden, wenn auch die letztere 
wahrscheinlicher ist. Denn in ihr wird der beobachtete Ersatz 
des Broms durch Methoxyl sicher stattfinden, wihrend da. 
Halogen am tertiiiren Kohlenstoff fester haftet. Jedenfalls wird 


der ungesittigte Charakter der Seitenkette bedingen, da der 


anhiingende Pyrrolkern bei der Oxydation verloren geht, gleicii- 
viel ob an Stelle des Broms ein Hydroxyl oder ein Methoxy! 
steht. Die andere Seitenkette hat im Dimethyliither die Form: 


‘o--C—CH, 
NY | ; 
SC—C—CH—CH, 


/ | 
OCH, 


) Sie ist durch weitere Versuche, iiber die demniichst berichte' 
werden wird, inzwischen sicher gestellt worden, 
*) W. Kiister u. W. HeeB, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925). 
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sie wird durch 5°/,ige Salzsiiure nicht verseift und bleibt auch 
bei der Oxydation erhalten, so da’ das Imid 


/CO—C—CH 
C,H,,0,N=HN¢ 


CO—C—CH—CH, 
OCH, 
sich bilden kann. 

In unserer friiheren Auffassung befangen, batten wir auch 
durch Versuche die Frage entscheiden wollen, ob sich bei der 
Verseifung des Himatoporphyrindimethylithers in saurer Lésung 
derselbe Monomethylither bildet wie in alkalischer. Doch 
ergab sich bei der Wiederholung der triiher!) gegliickten Ver- 
seifung durch konzentriertes Barytwasser kein einheitlicher 
Stoff, auch durch andere Alkalien konnte eine einheitlich ver- 
laufende Verseifung nicht erreicht werden. In saurer Liésung 
erfolgte sie am besten durch Kisessig bei 90°. Der hierbei 
immer erhaltene Monomethylather wurde aus seiner Lésung 
in Chloroform durch Zusatz von Petrolither in kleinen Nidel- 
chen krystallisiert erhalten. Seine Salzsiiurezahl ist, wie schon 
angegeben'), 3,5, sein Spektrum gleicht dem des Dimethyl- 
ithers véllig. Durch die Kinwirkung von Diazomethan ent- 
steht der Dimethylester, C,,H,,O,N,. Die Reduktion des Di- 
methylithers mittels Natriumamalgam fihrte nur zu einem 
Porphyrinogen, da das durch Luftoxydation aus letzterem zu- 
riickgewonnene Porphyrin bei der Oxydation ebenfalls neben 
zwei Molekiilen Himatinsiure nur ein Molekiil des Imids, 
U,H,,0,N, Schmelzp. 59° ergab. Die Reduktion des bei der 
Verseifung des letzteren mit verdiinntem Barytwasser ent- 
stehenden Ols, C,H,,0,, vom Siedep. 210—211°, das wegen 
seiner Geruchlosigkeit vielleicht eher als ein Itakonsiiure- denn 
als Maleinsiiurederivat aufzufassen ist, mit Zinkstaub in essig- 
saurer Lisung fiinrte zu einem Gemisch krystallierender Stoffe, 
deren Trennung wegen zu geringer Mengen bisher nicht ge- 
lungen ist. Da teilweise Verseifung festgestellt werden konnte, 
diirfte es sich also nicht nur um die erwarteten inaktiven 
Formen der Methyl-1-methoxyithylbernsteinsiiure handeln. 


') W. Kiister u. H. Maurer, Diese Zs. Bd. 133, S. 139 (1924). 
x * 
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Experimenteller Teil. 


Der zu der vorliegenden Untersuchung verwendete Hiimato. 
porphyrindimethylather érwies sich nach seinen Eigenschafte:, 
z. B. der Salzsiurezahl = 4,5 und nach der Analyse als cin 
reines Priiparat. 

0,1732 g Substanz (bei 50° getrocknet) gaben 0,43738 g CO, und 
0,1025 g H,O. 

5,38 mg Substanz (bei 50° getrocknet) gaben 0,435 cem N bei 20) 
und 738 mm B. 

5,85 mg Substanz (bei 50° getrocknet) gaben 4,366 mg AgJ (Zeise| 

CygHyON, Ber. 69,20%/, C 6,46°/, H 8,97°, N 4,81°/, CH, 
(624,54) Gef. 68,88 6,62 8,93 4,77 

Das Spektrum wies in itherischer, alkoholischer und alka- 

lischer vier, in salzsaurer zwei Streifen auf. 


In iitherischer Lésung 4 = 620—630, 570—585, 5830—545, 490—515, 


In alkoholischer _,, 620—630, 560—590, 530—550, 490—515 
In alkalischer 605—620, 560—575, 585—545, 490—520. 
{n salzsaurer ¥ 580—595, 535—570. 


b) Eine gréBere Reihe von Versuchen fiihrte zu dem Re- 
sultat, daB die Verseifung zum Monomethylderivat in eisessig- 
saurer Liésung bei 90° am sichersten zum Ziele fiihrt. Ver- 
wendung von nur 70°/,iger Essigsiure fiihrte zu weitgehender 
Verseifung, Krhéhung der 'Temperatur auf 100—105° fihrte 
zu einem nur noch teilweise in verdiinnter Salzsiure léslichen 
Stoff. Ks war also hier die unter dem KinfluB von 20°/, iger 
Schwefelsiiture schon beobachtete Umsetzung eingetreten, die 
den Verlust der basischen Eigenschaften mit sich bringt. Die 
Verseifung wurde beim Schiitteln einer 1°/,igen Lésung in 
5°/,iger Salzsiure nicht erreicht, mit 20°/,iger Saiure ging sie 
zu weit. 5—15°/,ige Kalilauge oder gesiittigtes Barytwasser 
nahmen nur von einem Teil des einen Methoxyls das Methy! 
fort, Sodalésung hatte gar keine Wirkung. Zur Darstellung 
des Monomethylithers lést man 0,5 g des Dimethylithers in 
50 ccm KEisessig, erhitzt 15 Minuten auf $0° und destilliert 
den gré8ten Teil des Lésungsmittels unter verminderten Druck 
ab. Der Riickstand wird in Wasser eingetragen und das Por- 
phyrin durch Zusatz von Natriumacetat gefillt. Der braun- 
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rote Niederschlag wird filtriert, ausgewaschen, im Vakuum und 
dann bei 40° getrocknet, worauf mit Ather extrahiert wird. 
Bei mehreren Versuchen wies nun der noch nicht krystalli- 
sierende Riickstand des Athers die richtige Methylzahl auf. 


Priparat I 1,30 mg Substanz (40°) gaben 2,90 mg AgJ = 2,54°/, CH, 


If 4,84 mg " (40°) , 1,82mg , = 2,41 
» we 0 1iime ne (50°) » s00me , =<248 ,. 
mm IV 6,18 mg = (50%) , 225me , = 2,53 


Ks berechnen sich aber 2,45°/, CH, fiir ein Methyl in 
\ ap 4,08, 

Die Kinheitlichkeit ging auch daraus hervor, da nach 
Trennung in zwei Fraktionen beide denselben Methylgehait 
zeigten. Die Trennung wurde dadurch bewirkt, daB die L6- 
sung von 0,5 ¢ des Stoffes in einem Liter Ather zuniichst mit 
0,5, dann mit 2°/,iger Salzsiiure ausgeschiittelt wurde. 

I. Fraktion, mit 0,5°/,iger Salzsiiure ausgezogen; 
4,4 mg Substanz (50°) gaben 1,692 AgJ = 2,46°/, CH, 
II. Fraktion, mit 2°/,iger Salzsiiure ausgezogen; 
2,69 mg (50°) gaben 3,04 AgJ = 2,49"/, CHa. 

Im krystallisierten Zustande wurde der Monomethylither 
aus seiner Lésung in Chloroform (1: 30) durch Zusatz von 
Petrolither erhalten. Nach einiger Zeit schieden sich dann 
kleine Nadelchen ab. 

Das salzsaure Salz krystalliert zu erhalten gelang nicht.') 

Sehr schnell scheint iibrigens die Verseifung des Di- zum 
Monomethylather bei der Darstellung des sich sehr leicht 
bildenden komplexen Zinksalzes vor sich zu gehen. Versetzt 
man z. B. die Lésung von 1 g des ersteren in 100 ccm Methyl- 
alkohol mit 10 ccm einer 5°/,igen Zinkacetatlésung, so fillt 
ein hellroter Niederschlag aus, der auf zwei Porphyrinreste 
drei Atome Zink enthilt, wie die von Deihle?) ausgefiihrte 
Analyse ergab, wenigstens stimmt der damals erhaltene Zink- 
wert von 14,5°/, am besten mit der Formel (C,,H,,0,N,Zn),Zn, 
die 13,9°/, Zink fordert. Das zunichst gebildete komplexe 


1) Vgl. dagegen die 3. Mitt. Diese Zs. Bd. 86, 8. 73 (1913). 
*) Diese Zs. Bd. 86, 8S. 72 (1913). 
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Zinksalz des Monomethylhamatoporphyrins, C,,H,,0,N,Zn, 
reagiert also als eine einbasische Siure — das Hydroxyl der 
ungesiittigten Seitenkette ist also viel stairker sauer als dic 
Carboxyle — und bildet nun noch einmal eine Verbindung 
mit dem Zink, die leicht durch Basen zerlegt wird. Denn der 
durch Lésen des hellroten Niederschlags in Ammoniak und 
Fallen mit verdiinnter Hssigsiure erhaltene Stoff zeigte schon 
durch seine rotviolette Farbe die Umwandlung in einen neuen 
Stoff an, der sich nun durch die Analyse als das komplexe 
Zinksalz des Monomethylithers des Hiimatoporphyrins erwies. 


0,1691 g Substanz (70°) gaben 0,3845 g CO,, 0,0863 g H,O und 0,0179 g ZO. 
9,24 mg m (70°) ,, 3,82 mg AgJ (Zeisel). 

C,;H,g0,N,Zn Ber. 62,35°/, © 5,39°%/, H 9,70°, Zn 2,2 

(673,88)  Gef. 62,03 ,, 5,71 ., 9,61 ,, 2,65 


wonach zwar nicht ganz vollstiindige, aber bereits weitgehende 
Verseifung des einen Methoxyls eingetreten war. Das in 
Alkalien leicht lésliche Salz léste sich nur sehr schwer in ver- 
diinnter Salzsiiure und war unléslich in Alkohol, Ather, Aceton 
und Chloroform. 


c) Auf 0,5 g Hamatoporphyrinmonomethylather wurde in 
Chloroformlésung das aus 6,5 g Nitrosomethylurethan ent- 
wickelte Diazomethan einwirken gelassen. Der UberschuB des- 
selben wurde durch Zugabe von Methylalkohol weggenommen. 
Es hinterblieb dann nach dem Abdestillieren des Liésungs- 
mittels ein violetter, in Alkalien unldéslicher Riickstand. Er 
wurde mit Ather extrahiert, wobei ein kleiner Teil sich nicht 
Jéste, und aus der &therischen Lésung ein dunkelroter metal- 
lisch glinzender Stoff in einer Ausbeute von 0,3 g gewonnen, 
der bei 151—152° schmolz, die Salzsiurezahl 12 aufwies und 
nach der Analyse zu urteilen das gesuchte Trimethvlderivat 
vorstellte. 


0,1905 g Substanz (50°) gaben 0,4863 g CO, und 0,1187 g H,O 

4,38 mg a (50°) ,, 3,825 cem N bei 16° und 744mm B. 

5,55 mg - (50° ,, 5,96 mg AgJ. 

C,,H,.O,N, Ber. 69,55°/,C 6,63°/, H 8,78°/, N 17,06°/, CH; 
(638,57) Gef. 69,64 ,, 6,97 , 8,62 ,, 6,87 


? 


, 
. 
; 
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d) 5 g Hamatoporphyrinmonomethylather wurden in 400 ccm 
20°/iger Schwefelsiure gelést und zu dieser Lésung eine solche 
von 8 g Chromtrioxyd in 50 ccm Wasser (15 Atome Sauerstoff) 
hinzugegeben. Dabei entstand ahnlich wie beim Dimethylither 
ein dunkelroter Niederschlag eines Chromats, der beim Er- 
wirmen auf 40° bald wieder verschwand, wonach auch die 
Chromsdure verbraucht war. Es wurden daher noch 2 ¢ Chrom- 
trioxyd in kleinen Portionen zugegeben, deren letzter Anteil 
nach halbstiindiger Kinwirkung nicht mehr reduziert wurde. 
Die nun rein griin gefirbte Lésung wurde dann nach dem Er- 
kalten erschépfend ausgeithert, der atherische Extrakt mit 
Sodalésung ausgeschiittelt und wie iiblich weiter verfahren. 
Die Ausbeuten betrugen 2,2 g rohe Himatinsiure und 1,3 ¢ 
rohes Imid. Letzteres war schon, obgleich nur dlig vorliegend, 
ziemlich rein, wie die Methoxylbestimmung erwies. 

3,12 mg Substanz gaben (i. V.) 3,64 mg AgJ = 7,45°/, CH,  statt 
8,87 Jy. 

Zur weiteren Identifizierung mit dem Imid C,H,,O,N vom 
Schmelzp. 59° wurde es mit verdiinntem Barytwasser verseitt, 
wonach zunichst das in rechteckigen Blittchen krystallisierende 
Bariumsalz der Methoxyithylmaleinsiure und dann diese selbst 
isoliert werden konnte, 0,8 g¢ der letzteren wurden dann in 
20 com Methylalkohol gelést, die Lésung mit Ammoniakgas 
gesittigt und mit Ather bis zur Triibung versetzt. Uber Nacht 
krystallisierte dann das Ammoniakanlagerungsprodukt in feinen 
farblosen Nadelchen aus, die bei 139° unter Gasentwicklung 
schmolzen. In Wasser waren sie mit neutraler-Reaktion leicht 
loslich. 3) 

e) Bei der Oxydation des Dimethylathers wurden in Be- 
stitigung friiherer Angaben zwei Molekeln Himatinsiiure und 
ein Molekiil des Imids C,H,,0O,N vom Schmelzp. 59° erhalten. 
Das dann durch Verseifung mit verdiinntem Barytwasser iiber 
das charakteristische krystallisierende Bariumsalz dargestellte 
methoxylierte Anhydrid C,H,,O, ging bei 18 mm Druck bei 
115—116° iiber. 





) Vgl. diese Zs. Bd. 133, S. 148 (1924). 
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Zu seiner Reduktion wurde 1 ¢ in 60 ccm warmem Wasse1 
unter Zugabe von 6 ¢ Kisessig gelést und in die Lésung im 
Laufe eines Tages 4 ¢ Zinkstaub unter Erwiirmen auf dem 
Wasserbade eingetragen. Eine Probe verhielt sich danach) 
gegen Kaliumpermanganat einige Zeit bestiindig. Es wurid 
daher vom ungelésten Zink abfiltriert, der Riickstand mit ver- 
diinnter Essigsiure dreimal ausgekocht und die Filtrate durch 
Schwefelwasserstofi gefallt. Vom Zinksulfid wurde dann filtriert 
und dasselbe mit heiBem Wasser ausgewaschen. Die ein- 
ceengten Filtrate wurde darauf mit Ather erschépfend extrahiert. 
Nach Trocknen und Abdestillieren des Athers verblieb ein 
gelblich gefiirbtes Ol, das im Vakuum rasch in den kry- 
stallinischen Zustand tiberging und zwar waren Spindeln und 
zu Biischeln vereinte prismatische Nadeln zu beobachten. Die 
Ausbeute war leider so gering, da eine vollkommene T'rennung 
nicht gelang, obgleich eine Trennung durch warmes Wasser, 
in dem ein Teil sich als leichter léslich erwies, méglich ist. 
Der Schmelzpunkt desselben liegt bei 141°, der des Riickstande- 
bei 101—102°. Wahrscheinlich liegt in letzterem ein noch 
methoxyliertes, in dem in Wasser leichter léslichen Teil ein 
des Methyl beraubten Reduktionsprodukt vor, da die Zeisel- 
bestimmung einen Mittelwert fiir die gesamte Substanz erga!) 

4,40 g Substanz gaben 2,42 ¢ AgJ. 

UHL, Ber. 6,84°/, CH, Gef. 3,52°/, CH. 

f) Die Reduktion des Himatoporphyrindimethvlathers mit 
Natriumamalgam fiihrte bei Verwendung von 1! ¢ gelést in 
100 ccm 5°/, iger Natronlauge und 20 g eines 3°/, igen Amal- 
gams beim Schiitteln innerhalb von 14 Stunden zur vollstiin- 
digen Entfairbung. Als dann durch diese Lésung Luft geleitet 
wurde, trat wieder Fiirbung auf und allmihlich wurde auch 
das Porphyrinspektrum wieder erhalten. Jetzt wurde schwach 
angesiuert und mit Natriumacetat gefillt. Ausbeute 0,9 ¢. 
Das auf diesem Wege erhaltene Porphyrin léste sich nicht 
mehr in Ather, Methylalkohol, Aceton und Chloroform und 
auch nicht in verdiinnter Salzsiure. Zur Oxydation wurde 
1g mit 100 g 50°/, iger Schwefelsiure angerieben und hierbei 
allmahlich in Lésung gebracht. Dann wurden unter Turbi- 
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nieren im Laufe einer Stunde 2,2 ¢ Chromtrioxyd (= 21 Atome 
Sauerstoff) in kleinem Portionen zugegeben, welche Menge 
vollkommen reduziert wurde. Durch Atherextraktion und die 
iibliche Aufarbeitung wurden dann im ganzen 0,15 g Imid und 
0,48 g Himatinsiiure erhalten. Jie theoretische Ausbeute bei 


je zwel Molekiilen wiire 0,52 baw. 0,57 g gewesen. Von der 


Siure wurden also wieder zwei Molekiile herausoxydiert, vom 
Imid nur eines und dieses entstand in geringer Menge. So 
liegt der SchluB nahe, dab die Veriinderung im Porphyrin- 
molekiil, die in der Unléslichkeit in Salzsiiure sich zeigt, auch 
die Seitenketten betroffen hat. Die erhaltene kleine Menge 
des Imids konnte durch Umkrystallisation aus Petrolither ge- 
reinigt werden. Das Priparat zeigte dann den _ richtigen 


Schmelzpunkt bei 59°. 








Uber das Githagenin, das Endsapogenin aus Agrostemma 
Githago. 
1, Mitteilungiiberdie Bestandteiledes Kornradesamens, 


Von 
E. Wedekind und R. Kreeke. 





(Aus dem Chemischen Institut der Forstlichen Hochschule in Hann. Miinden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Mirz 1926.) 


Die Kornrade, Agrostemma Githago, jene Pflanze, die 
besonders im Roggen als Getreideunkraut wiachst, enthilt im 
reifen Samenkorn nach Wehmer!?) hauptsichlich Stirke, ein 
fettes Ol, einen lezithinartigen Kérper, Phytosterine, einen 
Schalenfarbstoff und endlich einen glucosidartigen Bitter- und 
Giftstoff, das Sapotoxin. Schon im Altertum galt der Same 
als Geheim- und Heilmittel. Einige chemische Untersuchungen 
iiber die Bestandteile dieses Samens wurden erst in der Mitte 
des vorigen Jahrhunderts ausgefiihrt. Mit ihnen haben sich 
fast ausschlieBlich Pharmakologen beschiaftigt, die in erster 
Linie die Natur des giftigen — hamolytisch wirkenden — Bitter- 
stoffes aufklaren wollten. Im Jahre 1848 isolierte Schulze’) 
als erster den giftigen Bestandteil der Kornrade, indem er die 
gepulverten Samenkérner mit Alkohol extrahierte und den 
Ritterstoff mit Magnesiumoxyd fallte. Er beschreibt ihn als 
einen krystallinischen, weiBen, stickstoffhaltigen Stoff, der beim 
Behandeln mit Alkalien Ammoniak entwickelt. Scharling® 
erkannte den Giftstoff als Saponin, bezeichnete ihn als Githagin 
und verbesserte seine Darstellungsweise. 





') Wehmer, Die chemischen Bestandteile der Pflanzenstoffe. 
*) Schulze, Archiv der Pharmazie 1848, 8S. 163. 
5) Scharling, Ann. chem, Pharm., Bd. 74, 8. 351 (1850). 


























ee 





(Tber das Githagenin, das Endsapogenin aus Agrostemma Githago. 123 


Im Laufe der Jahre erschienen Arbeiten von Bussey’), 
Crawfurd’), Nathanson’), Christophson4), die sich alle 
mehr oder weniger ausschlieBlich mit dem Saponin aus der 
Kornrade beschiftigten, und es mit den Saponinen aus anderen 
Pflanzen, wie Gipsophyla, Quillaja verglichen. Teilweise sprechen 
sie sich fiir oder gegen die Identitit mit diesen Saponinen 
aus. Hine relativ neuere Arbeit ist die von Karl Singer’), 
die fast alle im Samen enthaltenen Stoffe behandelt. Er unter- 
suchte als erster eingehend das durch Hydrolyse erhaltene 
Spaltprodukt des Saponins.*) Die letzten Untersuchungen 
stammen von Brandl’), der die Darstellungsmethoden ver- 
vollkommnete, und dabei quantitative Angaben machte. Kr, 
wie auch Sanger fiihrten schon Abbauversuche mit dem Spalt- 
produkte aus, beschaftigten sich aber sonst im _ wesentlichen 
mit den pharmakologischen Eigenschaften des Sapotoxins. 

Die Brandlsche Arbeit ist die letzte Untersuchung che- 
mischer Natur, die in der Literatur auf diesem Gebiete zu 
finden ist. 

Nach den Angaben der vorangegangenen Arbeiten und 
nach Wehmer enthalt der Samen der Kornrade u. a. folgende 
Bestandteile: 

Sapotoxin: zu 5—6°/, 
Fette Ole: zu 6—8°/, 
Phytosterine: sehr wenig. 


In der vorliegenden Mitteilung berichten wir zunichst 
liber unsere vor einigen Jahren®) begonnenen eigenen Unter- 
suchungen mit dem Sapotoxin und seinen Spaltungsprodukten. 
Sanger und Brandl haben das Sapoxin, dessen Reinigung 


) Bussey, Jl. d. Pharm., Bd. 3, S. 19, 348. 

*) Crawfurd, Pharm. Jahresschrift Bd. 6, S. 361. 

5) Nathanson, Dissertation, Petersburg 1867. 

*) Christophson, Dissertation, Dorpat 1874. 

°) Karl Sanger, Dissertation, Miinchen 1904. 

°) Dem Saponin spricht Singer eigentiimlicherweise toxische EKigen- 
schaften ab. 

”) Brandl, Arch, fiir exper. Pathol. Bd. 54, S, 245 (1906); Bd. 59, 
S. 245 (1908). 

8) Vgl. R. Krecke, Inaugural-Dissertation, Gottingen 1923. 
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wegen mangelnder Krystallisationsfahigkeit auf Schwierigkeite) 
stéBt, analysiert. Sie fanden einen Kohlenstofigehalt von 5! 
baw. 54°/, und einen Wasserstoffgehalt von 7,3°/,. Dieses 
Sapotoxin wurde mit verdiinnten Saéuren gespalten, wobei ein 
als ,Sapogenin“ bezeichneter Kérper erhalten wurde, welcher 
einen Kohlenstoffgehalt von 70°/, (Singer) baw. 66°/, (Brand! 
aufwies. Das Sapogenin ist zum Unterschied vom Sapotoxin 
krystallinisch und zersetzt sich bei etwa 220°. Sanger stellt 
fiir dieses Spaltprodukt die empirische Formel C,,H,,0, aut, 
wihrend Brandl die Formel C,.H,,0,, 
Singer will bei Abbauversuchen durch Kalischmelze zu einem 
Brenzkatechinderivat gekommen sein und auBberdem Fettsiiuren 
mit drei bis fiinf Kohlenstoffatomen abgespalten haben. Brand! 
kommt dagegen durch Kalischmelze und durch pbysiologischen 
Abbau zu einer Siure C,,H,,O,. 

Spitere Erérterungen theoretischer Natur!) und anderer 
Art?) auf dem Saponingebiete machten es bereits unwahrschein- 
lich, da8 in dem sogenannten ,,Sapogenin® von Brandl und 
Sanger ein vollkommen zuckerfreies Produkt vorlag. Tat- 
sichlich konnten wir durch eigene Versuche einwandfrei fest- 
stellen, daB das erwihnte ,Sapogenin“ in Wirklichkeit ein 
Prosapogenin ist. 

Uber die Natur dieses primiren Spaltungsproduktes, wel- 
ches man aus dem Sapotoxin*) durch Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsiure erhilt, und welches wir fernerhin als Githagin‘*) 
bezeichnen wollen, méchten wir uns erst weiter unten duBern, 


fiir richtiger hiilt. 





') Vgl. Sieburg in E. Abderhaldens Handbuch der biologischen 
Arbeitsmethoden, Teil 10, Heft 2. 

*) Vgl. K. Weinhold, Dissertation, Gottingen 1922. 

*) Das Sapotoxin haben wir lediglich einer Kolloidanalyse unter. 
worfen, daes fiir eine rein chemische Untersuchung nicht in geniigender 
Reinheit erhalten werden konnte (vgl. exp. Teil). 

*) Wie in der Einleitung erwiahnt, ist dieser Name von einem der 
friiheren Forscher auf diesem Gebiete fiir das primire Naturprodukt be- 
nutzt. Da der Name aber nicht in die Literatur iibergegangen ist, be- 
stehen u. E. keine Bedenken, die Bezeichnung Githagin fiir das Pro- 
sapogenin zu benutzen. Das primiire Sapotoxin wire dann rationell als 
Githagin-Glucosid zu bezeichnen. 
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nachdem wir die empirische Zusammensetzung des eingehender 
uutersuchten zuckerfreien Endsapogenins entwickelt haben. 

Dieses Aglucon, fiir welches wir den Namen Githagenin 
vorschlagen, haben wir in bereits bekannter Weise?) durch 
Krhitzen des Githagins mit 3--5°/,iger Schwefelsiiure im Auto- 
klaven bei 145—150° gewonnen. Das reine Githagenin erwies 
sich als véllig zuckerfrei und hat nicht mehr den Charakter 
einer Saéure, wie das Ausgangsmaterial. In der nach dem 
Abfiltrieren des unléslichen Githagenins erhaltenen braunen 
Lisung konnte durch Fehlingsche Lésung das Vorhanden- 
sein von Zuckerarten nachgewiesen werden. Mit der Natur 
derselben haben wir uns aber nicht nither befabt; es kann 
aber kein Zweifel sein, daB es sich im wesentlichen um Glu- 
curonsiure oder eine ihr isomere Siiure handelt, wie das in 
ihnlichen Fiillen?) bereits nachgewiesen ist. 

Die bekannten Schwierigkeiten in der Beurteilung der Kin- 
heitlichkeit und Reinheit derartiger Genine trat auch hier deutlich 
in Erscheinung. Die Verbindung konnte zwar ohne allzu groBe 
Schwierigkeiten bis zu einem konstanten Schmelzpunkt (280°) und 
einheitlichem Aussehen unter dem Mikroskop erhalten werden. 
Indessen fiihrte eine spiitere zufillige Beobachtung zu der Er- 
kenntnis, daB eine geringe Menge einer Substanz von schwach 
saurem Charakter in diesem Aglucon enthalten war, die durch 
eelindes Krwiirmen mit verdiinnter Kalilauge entfernt werden 
konnte.*) Der nunmebr hinterbleibende unlésliche Riickstand 
schmolz nach wiederholtem Umkrystallisieren um 6 —7° héher 
als das frithere fiir rein gehaltene Material. Dieses hatte bei 
der Analyse Zahlen gegeben, welche gut fiir ein Genin mit 
26 C-Atomen, d. h. auf die empirische Formel C,,H,,0, paBten. 
Die Analysenergebnisse des gereinigten Aglucons lieBen sich 
hunmehr am besten mit der empirischen Formel C,,H,,O, in 





) Vel. K. Weinhold, Dissertation, Gottingen 1922. 

*) Vgl. Sieburg in LK. Abderhaldens Handbuch der biologischen 
Arbeitsmethoden, Teil 10, Heft 2. 

*) Aus der Kalilauge fiel beim Ansiiuern ein flockiger Kérper in 
minimaler Menge aus. Das Material reichte aber fiir eine genauere 


Charakterisierung vorliufig noch nicht aus. 
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Kinklang bringen. Das Githagenin vom Schmelzp. 286—287' 
wirde nach diesen Ergebnissen nicht zu der Reihe mit 
26 C-Atomen, sondern zu den Geninen mit 28 C-Atomen 
gehoren, zu denen auch nach Karrer'), Fioroni, 
Widmer und Lier das Genin aus der weiben Seifenwurze| 
(Gypsophyla—Sapogenin) gehért. Dieses als Albsapogenin  he- 
zeichnete Aglucon entspricht ebenfalls der summarischen 
Formel C,,H,,0,, hat aber den Charakter einer Séure. Unser 
Githagenin vom Schmelzp. 286—287° enthalt 4 Sauerstoti- 
atome, deren Funktionen zu ermitteln waren. Es ergab sich, 
daB ein Sauerstoffatom einer Ketogruppe angehéren muB, da 
sich unschwer ein wohlkrystallisiertes Oxim und Semicarbazor 
darstellen liBt. Zwei weitere Sauerstoffatome konnten als 
Hydroxylgruppen festgelegt werden, denn es gelang, ein gut 
krystallisiertes Di-Acetylderivat zu gewinnen. Die Ergebniss: 
der Acetylbestimmungen lassen keinen Zweifel, daB 2 Hydroxy!- 
gruppen im Githagenin vorhanden sind. Denn es wurden im 
Mittel 17,3°/, Acetyl gefunden, wihrend sich fiir ein Diacety!- 
derivat von der Formel C,,H,,0,(CH,CO), 16,29°/, Acetyl be- 
rechnen. Das Monoacetylderivat verlangt 8,85°/, und das ‘T'r'- 
acetylderivat 22,9°/, Acetyl. Auch die Ergebnisse der Analyse 
und der Molekulargewichtsbestimmung stehen hiermit in Kin- 
klang. Das durch Verseifung des Diacetylderivates regenerieric 
(nthagenin stimmt in allen Kigenschaften mit dem urspriing- 
lichen Material tiberein. Githagenin ist optisch aktiv. Ks 
dreht die Ebene des polarisierten Lichtes nach _ rechts: 
[@|p in Alkohol = + 77,3°. 

Die Funktion des 4. Sauerstoffatomes konnte bisher niclit 
aufgeklirt werden; da sich dasselbe durch keine charakteristi- 
sche Reaktion verrit, so nehmen wir mit Vorbehalt an, dab 
dieses itherartig gebunden ist.*) Die Formel des Githagenins 
kéunte also einstweilen folgendermaBen aufgelést werden: 


1) Helvetica Chim. Acta Bd. 7, S. 781 (1924). 

2) Ahnliche Fiille sind schon vorgekommen. Von den 5 Sauerstofi- 
atomen des Digitogenins konnten drei als Hydroxylgruppen festgelegt 
werden, wiihrend fiir die zwei anderen oxydartige Bindung angenommen 
wurde. Vgl. A. Windaus und K. Weil, Diese Zs. Bd. 121, S. 67 (1922). 
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C,,H,,O-CO(OH),. Durch vorsichtige Oxydation mit Chrom- 
siure in Hisessig nach Kiliani) gelangten wir zu einer kry- 
stallisierten Siure, welche sich als eine Diketomonocarbonsiure 
erwies. Demnach wiiren die beiden alkoholischen Hydroxyl- 
cruppen sekundiir gebunden, so daf sich obige Formel folgender- 
maBen erweitern laBt. 


CO COOH 
Chu 0-| CH -OH > C,,H,,0-,CO 
CH.OH \co 
Githagenin Githaginsiure 


Aus diesem Ergebnis kann zugleich gefolgert werden, dai 
die beiden sekundiren Alkoholgruppen nicht in Nachbarstellung 
zueinander stehen kénnen, andernfalls miiBte in der Githagin- 
siure eine dreibasische Siure vorliegen. 

Kin derartiger Fall liegt beim Digitogenin?) (Formel I) 
vor, welches 3 sekundire Alkoholgruppen enthilt, und bei der 
Oxydation eine Mono-Keto-Dicarbonsiure, die Digitogen- 
siure (Hormel IT) hefert. 


| 
CHOH CH CO CH 


H.C” \CH~ NCHOH __. H.C” “CH “cooH 
| | 
H.C. CH. _'cHOoH HC CH COOH 
a ial Pr Nl ee 
SH, UH, (CH, OH, 
I if 


Unter Zugrundelegung des Windausschen Schemas fiir 
das Digitogenin mit seinem hydrierten Doppelring kann man 
z. Zt. annehmen, dab die Ketogruppe, wie in der Digitogen- 
siure einem beiden Ringen gemeinschaftlichem C-Atom be- 
nachbart ist. Wo sich die beiden Hydroxylgruppen im Githa- 
genin befinden, bzw. ob sie durch 1 oder mehrere C-Atome 
getrennt sind, laBt sich bei dem derzeitigen Stand der Unter- 
suchung nicht sagen. 

Leider reichte das uns zur Verfiigung stehende Material 
nicht aus, um das Verhalten eines Esters der Githaginsiiure 


1) Chem. Ber. Bd. 24, S. 342 (1892). 
*) A. Windaus und K. Weil, Diese Zs. Bd. 121, S. 79 (1922); 


vgl. auch Windaus und Willerding, Diese Zs. Bd 143, S. 33 (1925). 
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beim Erhitzen zu untersuchen, und den weiteren Oxydations. 
abbau durchzufiihren. Wir behalten uns eine diesbeziigliche 
weitere Untersuchung vor, sobald es gelungen sein sollte, eine 
neue gréBere Menge Ausgangsmaterial aufzutreiben. 

Endlich noch ein Wort iiber das oben erwihnte Pro. 
sapogenin, das sogenannte Githagin. Unter Zugrundeleguny 
der eben abgeleiteten empirischen Formel C,,H,,O, fiir das 
Gaithagenin, und der sehr wahrscheinlichen Annahme, da’ der 
aus dem Prosapogenin abgespaltene Zucker als Glukuronsiiure 
oder einer entsprechenden isomeren Siiure vorliegt, gelangt 
man fiir das Githagin zu der summarischen Hormel C,,H,,O,,; 
mit dieser Formel stimmen auch die Analysenergebnisse unseres 
(tithagins tiberein; sie weichen nicht allzu sehr von der vou 
Brandl’) aufgestellten Formel C,,H,,0,, ab. 


Versuchsteil. 


Als Ausgangsmaterial standen anfangs 4—5 kg reine? 
Rade zur Verfiigung, die teils auf den Feldern gesammeli, 
teils unter groBer Miihe aus einem Bruchkorngemenge aus- 
gelesen waren. Spiter gelang es uns, in den Besitz einer 
gréBeren Menge Bruchkorn (50 kg) zu kommen, welches zu 
etwa 30°/, Rade enthielt; bei einem 3. Versuche standen | 
uns 20 ke reine Rade zur Verfiigung, welche wir mit Unter- 
stiitzung von Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 
schaft erwerben konnten. Die Extraktion der Samenkérner 
haben wir zuerst selbst durchgefiihrt, bis sich spiterhin die 
Firma EK. Merck in entgegenkommender Weise erbot, die mit 
Laboratoriumsmitteln recht zeitraubende Arbeit auszufiihren. 

Die reinen Radekérner werden in einer Handmiihle nicht 
zu fein geschrotet und in einem eigens dazu konstruierte: 
Apparate zur Entfernung der fetten Ole mit niedrig siedendem 
Petrolither bis zur Erschépfung extrahiert.?) Die entfettete 


') Dieser Autor hatte bereits eine von Singer stammende Forme! 
C,,H..O, mit Recht kritisiert; letzterem war auch entgangen, daB dic 
gvenannte Verbindung kein Genin, sondern noch zuckerhaltig ist. 

*) Bei der letzten Verarbeitung von 20 kg reiner Rade war dic 
Extraktion in der Merekschen Fabrik mit Petroliither leider nicht bis 
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Korner wurden von dem anhaftenden Petrolither durch Er- 
wirmen auf dem Wasserbad befreit, worauf die Extraktion 
mit wiBrigem Methylalkohol in einem groBen Soxleth vor- 
genommen wurde. Aus dem stark eingeengten alkoholischem 
Extrakt wurde dann das Saponin in weiBen amorphen Flocken 
mit Ather ausgefillt, abfiltriert und nétigenfalls die Fallung 
wiederholt. Das so erhaltene Sapotoxin, das man in einer 
Ausbeute von 5—6°/, erhilt, ist ein gelblich weiBes Pulver. 
welches sehr hygroskopisch ist und leicht schmierig und 
klebrig wird. 

Das Githaginglucosid zeigte alle typischen Saponineigen- 
schaften. Analysen haben wir nicht ausgefiihrt, weil wir uns 
in Hinblick auf den geringen Reinheitsgrad nichts davon ver- 
sprachen. Wir hielten es fiir interessanter, eine Kolloidanalyse 
dieser typischen organischen Kolloidsubstanz auszufiihren. Zu 
diesem Zwecke wurden mit 2—4°/,igen wiBrigen Lésungen des 
Saponins Uberfiihrungsversuche angestellt. Es zeigte sich, daf 
das Saponinkolloid negativ geladen ist. Es erwies sich 
ferner als sehr bestiindig gegen Elektrolyte; erst nach mehreren 
Tagen trat Ausflockung ein. Das Githaginglucosid ist ein 
typisches Schutzkolloid; um hieriiber Aufklarung zu erhalten, 
bestimmten wir die Goldzahl nach Zsigmondy, und fanden 
in einer 2°/, waBrigen Lésung eine Goldzahl von der GréBen- 
ordnung 4—10, d. h. 0,004—0,010 g Saponin-Schutzkolloid 
sind imstande, 10 ccm eines Goldsols vor der Ausflockung 
durch Elektrolyte zu schiitzen. 


Spaltung zum Prosapogenin (Githagin). 

100 g des eingedickten sirupésen methylalkoholischen Ex- 
traktes werden in }/, Liter Wasser gelést und ndtigenfalls 
filtriert, worauf die dunkelgriin gefiirbte Lésung mit der gleichen 
Menge einer 5—10°/,igen Schwefelsiure versetzt wird. Man 
erhitzt zum Sieden und kocht etwa 1 Stunde unter Riickflus. 





zu Ende durehgefiihrt worden, so da8 ein Teil der fetten Ole in den 
methylalkoholischen Extrakt geriet. Bei der darauf folgenden Auf- 
arbeitung war dieser Olgehalt auBerordentlich hinderlich und machte 
sich besonders in der Ausbeute unangenehm bemerkbar. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLY. 9 
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Dabei fallt das Prosapogenin in dunklen, gelatinédsen Flocken 
aus, welche noch heif filtriert und ausgewaschen werden. Zum 
Trocknen preBt man am besten auf Tonscherben ab.) Aus 
100 g Saponin erhalt man so etwa 20 g Rohprosapogenin. Das 
Rohprodukt wird in Essigester gelést und die dunkel gefirbte 
Lésung mit Tierkohle bis zur Entfarbung gekocht. Aus der 
eingeengten Lésung krystallisiert das Githagin nach lingerer 
Zeit in kleinen, zentrisch zu Drusen geordneten Niidelchen 
aus, Sie haben einen Zersetzungspunkt von 222°, wobei die 
Substanz unter Gasentwicklung verkohlt. Das Githagin list 
sich unter Kohlensiureentwicklung in Soda, ist also eine Siiure. 
Leichtléslich ist es in Essigester, Alkohol und Eisessig, schwer- 
léslich in Aceton. Optische Aktivitét konnte nicht einwandfrei 
festgestellt werden, da die Lésungen so starke Schlierenbildungen 
im Polarisationsapparat aufwiesen, daB das Drehungsvermigen 
nicht mit Sicherheit bestimmt werden konnte. 
0,1267 g Substanz gaben 0,2921 g CO,; 0,0944 g H,O. 


0,636 mg ,, » 18,00 mg CO,; 4,14 mg H,0. 
C54H5.9), Ber. C 63,94°/, H 8,46°/, 

Gef. ,, 63,72 ~ 

», 63,38 » 8,09 


Spaltung zum Endsapogenin (Githagenin). 


Das griindlich ausgewaschene Githagin wird unter Druck 
weiter gespalten. Man riihrt etwa 100—150 g feuchtes Material! 
mit 1 Liter 3°/,iger Schwefelsiure in einem Porzellanbecher 
an und stellt denselben in einen Autoklaven, der etwa 3 Stunden 
auf 140—150° erhitzt wird. Nach dem Erkalten lift sich die 
pulverig gewordene Masse von der braunen Zuckerlésung gut 
filtrieren. Nach dem Auswaschen mit heibem Wasser und an- 
schlieBendem Trocknen auf dem Wasserbade wird der grau- 
braun gefiirbte Riickstand in heiBem Alkohol gelést und von 
dem Unldslichen abfiltriert; etwa */, bleibt ungeldst. Die 
dunkel gefarbte alkoholische Lésung wird nun mit Tierkohle 
bis zur Entfarbung gekocht, was etwa 2—3 Tage dauert. Die 


') Wenn man die Spaltung gleich zum Endsapogenin durchfiihren 
will, kann man sich diese Operation sparen. 
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Tierkohle ist alle 12 Stunden zu erneuern. Die von der Tier- 
kohle abfiltrierte Lésung ist nun hellgelb gefiirbt, wird etwas 
eingeengt und zur Krystallisation hingestellt. Kine gute Krystalli- 
sation erzielt man, wenn zu der heiBen alkoholischen Lisung 
etwas Wasser hinzugegeben wird, bis die auftretende Triibung 
eben noch verschwindet. Beim Erkalten scheidet sich das 
Githagenin in langen, diinnen, biischelférmig angeordneten 
Nidelchen aus, welche die ganze Fliissigkeit durchsetzen. (Aus- 
beute aus 100 g Githaginglucosid etwa 4—5 g rohes krystalli- 
siertes Githagenin.) Der blendend wei gefirbte Kérper wird 
nun zur Entfernung der darin enthaltenen geringen Menge 
saurer Anteile (vgl. S. 125) mit einer 5°/,igen Kalilauge etwa 
'/, Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Aus dem alkalischen 
Filtrat scheiden sich beim Ansiuern geringe Mengen eines 
flockigen K6rpers aus, die zu einer niheren Untersuchung nicht 
ausreichten. 

Das so gereinigte Githagenin wird nun aus verdiinntem 
Alkohol oder Eisessig verschiedene Male umkrystallisiert: 

Im Schmelzpunktsréhrchen beginnt bei 280° eine schwache 
Gelbfarbung; bei 286—287° schmilzt das Githagenin unter 
Gasentwicklung zusammen. Leichtléslich ist es in Alkohol, 
Aceton, Kisessig, Essigester; schwerléslich in Benzol, Ligroin, 
wiBrigem Alkohol und verdiinntem Eisessig. Gegen Brom und 
Kaliumpermanganat erweist sich das Githagenin als gesittigt. 
Zur Analyse wurde reinstes, 5—6 mal umkrystallisiertes Material 
verwandt. AuBerdem kam ein aus dem Acetylderivat regene- 
riertes Githagenin zur Verbrennung. Das Analysenmaterial 
wurde jedesmal bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum bei 118° 
getrocknet. 


0,0851 g Substanz gaben 0,2552 g CO,, 0,0787 g H,O. 


2,806 mg _,, , 1,749 mg CO,, 2,574 mg H,O. 
2,688 mg _,, » 1,415 mg CO,, 2,430 mg H,O. 
0,1036 g ; “ 0,2880 g CO,, 0,0975 g H,O. 
C,.H,,0; Ber. C 75,62°/, H 10,00%, 

Gef. ., 75,2 9,68 

75,35 .. 10,03 

75,27 9 Oe 

75,82 5 10,53 


g* 
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Molekulargewichtsbestimmungen (nach Rast): 
8,2 mg Substanz, 113,8 mg Campher, Depr. 6,75°, Mol.-Gew. 429 
a .. 2 140,2 ,, ‘. . 5? < 462 
+ ‘i 321,68 ,, 4) 7 _ 
Mittelwert 437 


C.,H,,0,. Mol.-Gew. ber. 444. 


Polarisation. 
0,3171 g Githagenin in 10 cem Alkohol gelést: 
a = 2,45°, 


1 8” ey 
daraus [@]D° (Alkohol) = + 77,3°. 


Acetylgithagenin. 


1 g Githagenin wird mit 1 g entwiissertem Natriumacet:: 
in 20 g Essigséureanhydrid gelést und 2 Stunden unter Riick- 
fluB gekocht. Nach dem Erkalten liBt man unter Umriihre: 
in viel kaltes Wasser flieBen, wobei das Acetylderivat zuniichs' 
dlig ausfillt. Nach einiger Zeit wird es fest und kérnig. Mai 
wischt es aus, zerreibt es in einer Reibschale wiederholt mi: 
Wasser zu einem Brei und filtriert wieder, um die letzten 
Anteile Anhydrid zu entfernen. Nach vorsichtigem Trocknen 
auf dem Wasserbad wird das Reaktionsprodukt dreimal mit 
Petrolather ausgekocht und dann aus Benzol, nach vorherigem 
Entfirben mit Tierkohle, umkrystallisiert. Man erhilt es daraus 
in schénen seidengliinzenden, unter dem Mikroskop schwacl: 
doppelbrechenden Nadeln in einer Ausbeute von 20—30°).. 
Spuren von eingeschlossenem Essigsiureanhydrid werden dure) 
Trocknen im Vakuum bei 118° entfernt. Das so vorbehandelte 
und 4—5mal umkrystallisierte Material aindert seinen Schmelz. 
punkt nicht mehr. Bei 180° fingt das Acetylgithagenin a 
zu sintern, um bei 187—188° zusammenzuschmelzen. 


2,831 mg Substanz gaben 7,765 mg CO,, 2.482 mg H,0. 
C..H,,0,(CH,CO), Ber. C 72.74%), H 9,169, 
Gef. ,, 73,13 9.59 


Entscheidender war die Acetylbestimmung: etwa 0,1 ¢ 
Acetylgithagenin werden in etwa 20—25 ccm genau eingestellte: 
n/20-alkoholischer Kalilauge gelést und auf dem Wasserbade 
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1}—2 Stunden am Riickflubkihler mit aufgesetztem Natronkalk- 
rohr zum Sieden erhitzt.!) Die erkaltete alkoholische Lisung 
wird mit n/20-Salzsiure zuriicktitriert; das bei der Verseifung 
zuriickgewonnene Githagenin erwies sich in allen EKigenschaften 
als identisch mit dem Ausgangsmaterial. 


Titrationen: 


Substanz: 0,1094 g. Verbrauch an n/20-KOH: 9.00 eem. 


0.1280 g. _ .. n/20-KOH: 10,05 
0.1760 g. . .. n/20-KOH: 14,35 
0,1107 g. ‘i .. n/20-KOH: 9.00 
C,.H,.0,(CH,CO), Ber. Acetyl 16,3 °, 

Gef. ws 17.69 

16.88 

17,53 

17,48 


Githagenin-oxim. 


1 g Githagenin wird in etwa 60 cem Alkohol gelést und 
dann 1 g Hydroxylaminhydrochlorid sowie 1,2 g entwiissertes 
Natriumacetat hinzugegeben. Die Mischung wurde 2 Stunden 
auf dem Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Er- 
kalten wird vom abgeschiedenen Kochsalz abfiltriert, das Filtrat 
eingeengt, mit wenig heiBem Wasser versetzt und zur Krystalli- 
sation hingestellt. Es scheiden sich nach einiger Zeit am 
Boden des GefaiBes zu Drusen angeordnete Nadeln aus, die 
3—4 mal umkrystallisiert werden. Unter dem Mikroskop sind 
es kleine farblose, garbenférmig angeordnete Nidelchen, die 
bei 255—257° schmelzen unter Braunfairbung und Zersetzung. 


0.1678 g Substanz gaben 5,35 ecm N (22°, 753 mm). 


3,498 mg - 5, 09,089 cem N (21,5°; 743,5 mm). 
C.,H,,0,NOH. Ber. N 3,05°/, 
Gef. ,, 3,65 
» 2,90 


‘) Weitere Zugabe von gewohnlichem Alkohol als Lésungsmittel 
ist unbedingt zu vermeiden, da derselbe stets noch kleine Mengen saurer 
oder verseifbarer Anteile enthilt, die mit 20/n-KOH noch gut titrierbar 
sind, und daher zu Ungenauigkeiten fiihren kénnen. 
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Githagenin-semicarbazon. 

1 g reines Githagenin wird in wenig Alkohol geldst, dic 
gleiche Menge Semicarbazidchlorhydrat in wenig Wasser, so- 
wie 1 g Kaliumacetat (wasserfrei) in wenig Alkohol hinzugefiig: 
und 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Beim Einenge) 
der Lisung scheidet sich das Semicarbazon krystallinisch ab: 
es wird filtriert, mit warmem Wasser nachgewaschen und aus 
viel Alkohol umkrystallisiert. Man erhilt es daraus in schénen 
kleinen Blattchen, die unter dem Mikroskop starke Doppel- 
brechung zeigen. Der Schmelzpunkt liegt nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren bei 290° (unter Zersetzung). 

7,301 mg Substanz gaben 0,228 cem N (17,5°; 744,5 mm). 

C.,H,,0O,N-NH-CONH, Ber. N 8,35°, 
Gef. ,, 7,95 


Oxydation des Githagenins. 


Githaginsiure. 

Die Oxydation wurde mit Chromsiure?) in der Kiilte 
durchgefiihrt. 5 g Githagenin werden in 70 ccm Kisessig ge- 
lést und dann aus einem Tropftrichter 40 g Chromsiiureoxy- 
dationsgemisch innerhalb 5 Minuten angegeben. Ks ist datfiir 
Sorge zu tragen, daB die Temperatur 5—10° nicht iibersteigt. 
Die Eisessiglésung farbt sich sofort griin und es fallt nach 
einiger Zeit ein feinkérniger Niederschlag aus, vermischt mit 
dunkelgriinen Schmieren. Nach beendeter Zugabe des Oxy- 
dationsmittels laBt man 24 Stunden stehen und nutscht den 
ausgefallenen Niederschlag ab. Dieser erwies sich als soda- 
unléslich; er konnte nach einiger Mithe aus verdiinntem Alkohol 
krystallin erhalten werden, wobei sich herausstellt, daB un- 
verindertes Githagenin vorlag. Das smaragdgriin gefirbte Eis- 
essigfiltrat wird mit viel Wasser verdiinnt, wobei ein farbloser 
flockiger Kérper ausfiel. Derselbe wird nach dem Filtrieren 
und Trocknen in Ather gelést und die itherische Lésung mit 
Soda kraftig geschiittelt. Dabei geht der gréBte Teil unter 
Kohlenséiureentwicklung in die Soda und fallt daraus beim An- 


!) Vgl. Chem. Ber. Bd. 43, S. 3564 (1910). 
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siuern in weiBen Flocken aus, die sich gut filtrieren lassen. 
Das so erhaltene saure Produkt stellt ein farbloses, mit einem 
Stich ins Gelbe gefiirbtes amorphes Pulver dar, welches in fast 
allen organischen Lésungsmitteln spielend leicht léslich ist. 
Nur mit gréBter Miihe gelang es, die Saiure in wohldefinierter 
krystallisierter Form zu erhalten. Zu diesem Zwecke wird das 
amorphe Pulver in gewdhnlichem Alkohol gelést und in der 
Hitze mit soviel heiBem Wasser versetzt, bis eben keine Trii- 
bung mehr eintritt. Nach dem Erkalten scheidet sich oft ein 
schmutzig griin gefarbter ziiher Niederschlag ab, von welchem 
man die iiberstehende Lisung abgieBbt. Nach langerem Stehen 
in der kilte (oft erst nach mehreren Tagen) scheidet sich ein 
farbloses krystallinisches Produkt aus, welches unter Kohlen- 
siureentwicklung in Soda léslich ist und nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol einen ziemlich 
scharien Schmelzpunkt bei 223—224° besitzt. Die so erhaltene 
Githaginsiure krystallisiert in blendend weifen, unter dem 
Mikroskop doppelbrechenden SpieBen. Die Ausbeute ist aller- 
dings sehr schlecht. Man erhilt aus 1 g Githagenin nur 0,1 
bis 0,2 g krystallisierte Roh-Githaginsiure. 
3,102 mg Substanz gaben 2,519 mg H,O, 8,312 mg COQ,. 
2,383 mg » 1,927 mg H,O, 6,373 mg CO,. 


- 
C.,4..0, Ber. C 73,52 °, H 8,979, 
Gef. ,, 73,12 » 9,09 
Pre yr 97 9,05 
Titration: 0,0846 g Siiure verbrauchten 3,68 cem n/20 KOH. 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (einbasisch). Ber. 460. 
Gef. 457. 


Dioxim der Githaginsiure. 


Etwa 0,4 g der Saiure werden in 50—100 ccm Alkohol 
gelést, mit 0,4 g reinem Hydroxylaminchlorhydrat und 0,6 g 
wasserfreiem Natriumacetat versetzt. Diese Mischung wurde 
zwei Stunden auf dem Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Nach 
dem Erkalten filtriert man von dem ausgeschiedenen Koch- 
salz ab und engt das Filtrat eim. Dabei krystallisiert das 
Oxim in kleinen Nadeln aus, die oft drusenférmig angeordnet 
sind und sich aus verdiinntem Alkohol gut umkrystallisieren 


io. bliin; ncn sn roa 
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lassen. Der Schmelzpunkt liegt bei 222°, wobei unter Gel))- 
farbung stiirmische Zersetzung eintritt. 
8,746 mg Substanz gaben 0,175 cem N (18°, 737 mm). 
3,080 mg e » 0,143 cem N (20°, 745 mm). 
C.,.H,,0,N, Ber. 5,75 lh. N. 
Gef. 5,31, 5,30 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir auch an dieser Stelle fiir die zur Durchfithrung dieser 
Untersuchung gewahrte Beihilfe, ebenso der Direktion der 
Chemischen Fabrik E. Merck in Darmstadt fiir die bereit- 
willigst, in unserem Interesse ausgefiihrte Extraktion vou 
gréBeren (uantitiiten Kornradesamen. 




















Co-Zymase. VIII. 


Von 


E. Jorpes. H. v. Euler und R. Nilsson. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1926.) 


Mit der chemischen Reinigung und Charakterisierung !) der 
in Hefe und Muskel vorkommenden wasserléslichen Aktivatoren, 
welche man von verschiedenen Gesichtspunkten aus in die 
Gruppen der Co-Enzyme, Vitamine, Wachstumsfaktoren und 
Hormone zusammengestellt hat, muB die physiologische Ab- 
srenzung jeder dieser Substanzen Hand in Hand gehen; diese 
letztere Aufgabe ist um so dringlicher, als mehrere der hierher 
gehorenden Stoffe an einem und demselben Komplex chemischer 
oder biologischer Vorginge beteiligt sind, und es zu quanti- 
tativen Studien notwendig wird, den KinfluB der einzelnen 
Aktivatoren zu kennen und konstant zu halten. 

Einerseits scheinen die wasserléslichen Zuwachsfaktoren AJ) 
und der Faktor Zin nahen Beziehungen zueinander zu stehen. 
Die allgemein als B-Vitamin bezeichnete antineuritische Sub- 
stanz ist nach Erfahrungen, die der eine von uns mit G. J:son 
blohm gesammelt hat, mit der Co-Zymase der Hefe oder 
des Muskels nicht identisch und vermutlich auch nicht ver- 
wandt. 

Am biochemischen Kohlehydrateabbau sind von den hier in 


1) Uber die Reinigung und Charakterisierung der Co-Zymase vgl. 
in dieser Zeitschrift die Mitteilungen I—VI von Euler und Myrbick 
und VII von Euler und Nilsson [Bd. 148, S. 23 (1925)]. — Uber die 
Reinigung des Faktors Z vgl. Euler und Myrbiick, Diese Zs. Bd. 141, 
S. 297 (1924). 
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Betracht kommenden Aktivatoren wenigstens?) zwei wesentlic’, 
beteiligt, die sogen. Co-Zymase und das Insulin. 

Nachdem durch Harden und Young’) festgestellt worden 
war, daB die Co-Zymase eine unbedingt notwendige Kompo- 
nente des Zymasesystems ist, und nachdem sich die Arbeite: 
von Embden und Meyerhof dahin ergiinzten, daB das gleiclie 
auch fiir das Muskel-Co-Enzym gilt, lag es nahe zu unter- 
suchen, ob Stérungen des Kohlehydratumsatzes im Tierkérper 
mit dem EinfluB der Co-Zymase zusammenhingen, und zwar 
war eine solche Annahme um so wahrscheinlicher, als Hefe, 
welche Co-Zymase in groBer Menge enthalt, schon seit lange: 
Zeit als Heilmittel gegen Diabetes mellitus angewandt wurde.” 

Ks lag ebenfalls nahe, die Stérungen des Zuckerabbaues 
im Tierkérper mit Anomalien des Phosphatumsatzes in Zu- 
sammenhang zu setzen. Mit diesen Gesichtspunkten hat der 
eine von uns bereits 1912 den Zusammenhang zwischen Kohle- 
hydrat- und Phosphatstoffwechsel studiert und in Zusammen- 
arbeit mit Prof. G. Forssner in Upsala Versuche iiber dic 
Einwirkung von Hefen-Co-Zymase auf den diabetischen Orga- 
nismus angestellt, die leider durch den Tod von G. Forssner 
abgebrochen wurden.*) 

His hatte sich in zwei Fallen von Diabetes nach subcutaner 
Einfiihrung von Coenzym aus Hefe, oder genauer, nach Kin- 
fiihrung des Substanzgemisches, das man durch Extraktion von 
Trockenhefe mit Wasser und Entfernung der KiweiSkérper und 
des anorganischen Phosphates erhalt, eine deutliche, wenn 
auch nicht sehr groBe Herabminderung des Zuckergehaltes 
(10 bzw. 18°/, des Wertes) ergeben. In fiinf Fallen, in denen 
das gleiche Priparat per os eingegeben wurde, erzielte man 





') Ob und in welcher Weise auBerdem andere Hormone (beispiels- 
weise Adrenalin) oder andere Co-Enzyme in die eine oder andere Tei! 
reaktion der Zuckerspaltung eingreifen, ist bis jetzt noch nicht bekannt. 
Uber antagonistische Wirkung Adrenalin-Insulin vgl. u. a. Gottschalk. 
Biochem. Zs. Bd. 155, S. 348 (1925) u. Bd. 159, S. 502 (1925). 

*) Harden und Young, Proe. Roy. Soc. Bd. 78, S. 369 (1906). 

5) Vgl. z. B. v. Noorden, Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels Bd. ~ 

4) Vgl. hierzu Euler und Svanberg, Biochem. Zs. Bd. 76, S. 32 
(1916). 
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bei 14—22tigiger Behandlung mit tiglich 0,05 g dieser Sub- 
stanz zwel positive Resultate (Erniedrigung des Blutzucker- 
gehaltes um 12 bzw. 28°/,), ein negatives Resultat (Krhéhung 
um 15°/,) und 2 Falle waren ohne merkbare Hinwirkung. In 
einem Falle war ein besseres Resultat erzielt worden, nachdem 
die Extraktion des Priiparates in der Wirme mit 25°/,igem 
Alkohol erfolgt war, der 5°/, Salzsiure enthielt (Priiparat c).“ 

fs wurde deshalb die genannte Darstellungsweise bei- 
behalten und mit diesem Priiparat (c) die Untersuchung zweier 
neuer Kalle vorgenommen. Wie friiher wurde dabei nicht nur 
die Zuckerausscheidung, sondern auch der Phosphatumsatz 
vertolgt. 

Die Anzahl der damals untersuchten Fille war zu gering, 
um daraus Schliisse titber die Beziehung zwischen Kohlehydrat- 
und Phosphatumsatz im lebenden menschlichen Organismus 
zu ziehen. Von verschiedenen Gesichtspunkten aus wollen wir 
aber die Untersuchung des Priiparates (c) wieder aufnehmen. 

Seit der Ausfiihrung der erwihnten Versuche und seit 
der Niederschrift des obigen Zitates ist durch Banting und 
Macleods Isolierung des Insulins ein epochemachender Fort- 
schritt in unserer Kenntnis vom Zuckerabbau im Tierkérper 
angebahnt worden. Da das Insulin zweifellos ein wesentlicher 
Aktivator des Zuckerabbaues im Tierkérper ist, haben Kuler 
und Myrbick!?) vor etwa zwei Jahren versucht, ob Co-Zymase- 
freie Hefe, Apozymase, durch Pankreasinsulin in &bnlicher 
Weise ergiinzt werden kann wie durch Co-Zymase. 

DaB frische Hefe weder hinsichtlich ihrer assimilatori- 
schen noch dissimilatorischen Vorgiinge durch Insulin beeinfluBt 
wird, hat Fiirth*) schon einige Monate vor uns auf Grund 
eingehender Versuche angegeben. Da aber auch Co-Zymase 
frische Hefe wenig oder nicht beeintluBt, so konnte unsere 
Frage nur mit Co-zymasefreier Trockenhefe (Apozymase) be- 
antwortet werden.) 


1) Euleru. Myrbick, Chemie d. Zelle u.Gewebe Bd.12, S.57 (1924). 

*) Fiirth, Biochem. Zs. Bd. 150, 8. 271 (1924). 

‘) Eine Mitteilung, welche spiiter Abderhalden [Fermentf. Bd. s, 
S. 227 (1925)] veréffentlicht hat, enthielt unserer Auffassung nach das 
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Das Resultat der Versuche von Euler und Myrbick 
war negativ, die Versuche zeigten, daB Insulin die Hefen- 
Co-Zymase nicht zu vertreten vermag. Wie gleich er- 
wahnt werden muB, hat sich dieses Resultat im folgendey 
sowohl hier durchaus bestiatigt als auch bei Versuchen, die 
Virtanen?) bald nach uns angestellt und mitgeteilt hat. 


Andererseits zeigten schon die Versuche von Euler, Jorpes 
und Myrbick, da& in unseren gereinigten und durch ihre 
Wirksamkeit A Co charakterisierten Co-Zymaselésungen Insulin- 
wirkungen weder an Kaninchen noch an Mausen beobachtet 
werden konnten. 

Nun hat Virtanen?) vor etwa einem Jahr die sehr be- 
merkenswerte Beobachtung mitgeteilt, daB Insulin ein Co- 
zymasefreies Trockenpraparat von einem typischen 
Milchsaurebakterium, dem Bacterium casei ¢ (= Thermo- 
bacterium Helveticum) stark aktiviert und mithin als Co- 
Zymase wirksam ist. 

Diese Beobachtung erfordert eine eingehende Besprechung. 

Zunichst ist in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, 
daB Milchsiurebakterien-Co-Zymase bzw. der Wasserextrakt aus 
Milchsiurebakterien, Apozymase aktiviert, also hinsichtlich der 
Garwirkung mit Hefen-Co-Zymase iibereinstimmt.’) 





Da nun die Hefen-Co-Zymase die typische Insulin- 
wirkung nicht besitzt*), so folgt (sofern wir Virtanens 
Befund iiber Milchsiurebakterien-Co-Zymase als feststehend an- 
nehmen), daB entweder die Milchséurebakterien zweierlei Co- 





Ergebnis, daB das Insulin in der Regel die alkoholische Giirung be- 
schleunigt [Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 150, 8. 1 (1925)]. Aut 
Abderhaldens Erginzung zu unserer Mitteilung [Diese Zs. Bd. 151, 
S. 165 (1926)] wollen wir nicht versiumen, hinzuweisen, obwohl uns 
selbst der Standpunkt Abderhaldens nicht ganz klar geworden ist. 


1) Virtanen, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 696 (1925). 


2) Myrbiack und Euler, Chem. Ber. Bd. 57, 8S. 1073 (1924); Euler 
und Myrbiack, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924). 

*) Euler und Myrbick, Chemie d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 57, 
(1924). Dieser Befund wurde von Virtanen bestiitigt (Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 2441 (1925)]. 
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Zymasen enthalten, von welchen die eine mit der Hefen-Co- 
Zymase identisch ist, oder daB die gleiche Co-Zymase aus 
Milchsiiurebakterien in einer Form bzw. als ein Komplex ge- 
wonnen wird, welcher dem Insulin seiner Wirkung nach ganz 
entspricht, wihrend die Extraktion aus der Hefe zur reineren 
Co-Zymase ohne Insulinwirkungen fiihrt. 

Gehen wir nun zu einer Kritik der vorliegenden Versuchs- 
ergebnisse tiber, so darf vielleicht zunichst daran erinnert 
werden, daB den mit Hefen-Co-Zymase gewonnenen Ergebnissen 
insofern einstweilen ein gréBeres Gewicht zuerteilt werden muBb, 
als mehrjihrige Studien an Hefen-Co-Zymase eine viel weiter 
gehende Reinigung, Konzentration und Charakterisierung der 
Wirksamkeit erméglicht haben, als dies bis jetzt hinsichtlich 
des entsprechenden Milchsiiurebakterien-Co-Enzyms der Fall ist. 

Wir haben es nun in erster Linie fiir erforderlich gehalten, 
uns iiber die Eigenschaften der aus Milchsiiurebakterien, und 
zwar dem von Virtanen?) benutzten Bacterium casei, 
e = Thermobacterium Helveticum, eigene Erfahrungen zu ver- 
schaffen. Die Ziichtung von Reinkulturen von Milchsiiure- 
bakterien nimmt Material und Arbeit in Anspruch und wiire 
wohl auf Schwierigkeiten gestoBen, wenn uns nicht der Vor- 
stand des Bakteriologischen Laboratoriums der Zentralanstalt 
fiir landwirtschaftliches Versuchswesen, Prof. Chr. Barthel 
und sein Assistent, Herr E. Sandberg, wirksam unterstiitzt 
hiitten. Wir sprechen ihnen auch hier unseren Dank aus. 


Methodik und Versuche, 

Kin Stamm von Thermobacterium Helveticum aus dem 
bakteriologischen Institut von Prof. Barthel kam bei allen 
hier beschriebenen Versuchen zur Anwendung. Milch, welche 
in der hiesigen Versuchsmeierei durch Zentrifugieren entfettet 
war, wurde bei p,, = 4,5 von Casein befreit und bei p,, = 6 
sterilisiert. 

Bei den beiden ersten Versuchen mit je 16 Liter geschah 
dies im Dampftopf, beim letzten Versuch (50 Liter) durch direktes 


1) Virtanen und Karstrém, Chem. Ber. Bd. 59, S. 45 (1926). 
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Aufkochen. Nach Einimpfen des oben angegebenen Bakterien- 
stammes entwickelten sich die Bakterien bei etwa 40° im 
Thermostaten. Es zeigte sich vorteilhaft, die Kultur zu untey- 
brechen, bevor das Maximum der méglichen Ernte erreichit 
war. Demgem&f8 wurden die Bakterien nach etwa 50 Stunden 
(p,, = 4) abzentrifugiert. 

Die Bakterienmasse wurde so schnell als méglich au! 
vielen Tontellern ausgebreitet und im Verlauf etwa einer Stunde 
zur Pulverform getrocknet. Ein Versuch mit 50 Litern lieferte 
rund 10 g Bakterientrockensubstanz. Von unseren drei ganz 


gleichférmig angestellten Versuchen beschreiben wir gleich den 
3. Versuch. 


8,7 g Bakterientrockenpriparat wurde 1 Stunde mit 50 ccm 
Wasser von 40° verriihrt, wobei die Aciditiit stets in den 
Grenzen 3,5—4,5 blieb. Hierauf wurde zentrifugiert, was etwa 
17, Stunde in Anspruch nahm. Der Riickstand wurde 4mal 
mit je 50 ccm Wasser von 40° gewaschen und dann in 125 ccm 
einer Phosphat—Pufferlésung (p,, = 6,3) suspendiert. 

Die so ausgewaschenen Bakterien sollten nun dazu ver- 
wendet werden, unter genauer Einhaltung der von Virtanen 
angegebenen Versuchsmethodik ihr Verhalten gegen Insuliy 
und gegen Hefen-Vo-Zymase und gegen den eigenen Wasser- 
extrakt (Milchsiurebakterien-Co-Zymase) zu vergleichen. 

Als Insulin diente uns das ,,Wellcome‘-Insulin, dessex 
Lésung in 5 ccm 100 Einheiten enthalt. Zum Vergleich wurde 
auch ein Versuch angestellt mit diesem Bakterientrocken- 
praiparat und der gleichen Insulinlésung, welche durch 30 M.- 
nuten langes Erhitzen auf 75° in 0,05n-NaQOH inaktiviert 
worden war. Versuchstemperatur 42°. 





























Au. B C D E u. F Gu. H 
1 g Glucose] 1 g Glucose] 1 g Glucose] 1 g Glucose] 1 g Glucose 
15 eem Bact.} 15 cem Bact.]|15 cem Baet.|15 cem Bact. | 15 eem Bact. 
Susp. Susp. Susp. Susp. Susp. 
5 eem Wasser} 5 eem Hefen- | 5 cem Wasch- | 5ecm Insulin- | 5cem Insulin- 
Co -Zymaselsg. wasser lésung lésg. inaktiv 
1 ecem Toluol}1 cem Toluol]1 ecem Toluol]1 cem Toluol| 1 cem Toluol 
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Zu den angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen 
und zur Zuckerbestimmung nach Bertrand titriert. 


ecm KMnQ,. 





























Stunden A B C D E F G H 
0 11,4 | 11,2 | 11,2 | 11,6 | 11,5 | 11,4 | 11,4] 11,5 
24 10,8 | 11,0 | 10,3 | 10,5 | 10,7 | 10,8] 11,0] 11,1 
48,5 10,9 | 10,5 | 10,0 | 10,1 | 10,4 | 10,8] 11,0} 11,0 


Im AnschluB an die Versuche iiber den Verbrauch der 
Glucose wurden Bestimmungen des anorganischen Phosphates 
mittels Magnesiummischung ausgefiihrt. 
































mg Mg,P,0,. 
Stunden A B C D E F G H 
0 41,2 | 41,2 | 41,6 | 41,5 | 41,t | 40,9] 40,8] 41,8 
48,5 422 | 421 | 423 | 41,8 | 41,2 | 41,8] 41,3 | 41.9 


Die Abnahme der Glucosekonzentration war also durch- 
weg minimal und bei den Versuchen mit zugesetzten Akti- 
vatoren unbedeutend gréBer als beim Parallelversuch mit Wasser 
(A u. B). 

Ks riihrt dies zweifellos davon her, daB das in Anschlub 
an Virtanen zugesetzte Toluol die enzymatische Wirksamkeit 
der ausgewaschenen Bakterien ganz unterdriickt hat. Auch 
Hefen werden nach der Trocknung bekanntlich von ‘Toluol 
stark und ungleichmiBig beeinfluBt. Was die Milchsiiurebak- 
terien betrifft, so scheint diese Toluolwirkung sich bei den 
Versuchen, welche Virtanen im Stockholmer Laboratorium 
mit dem gleichen Stamm von Bacterium casei ¢ angestellt hat, 
geltend gemacht zu haben. Betrachten wir aus seiner ersten 
Untersuchung!) die Tabellen S. 312, so diirften die minimalen 
Effekte der Versuche, die ja auch bei der Wiederholung mit 
anderen Bakterienstimmen zu einem anderen Resultat fiihrten, 
auf die Inaktivierung durch Toluol zuriickzufiihren sein. 


1) Virtanen, Diese Zs. Bd. 134, 5. 300 (1924). 
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Jedenfalls wird dieser Stamm jetzt als Trockenpriiparat, 
wie unsere drei Versuchsreihen iibereinstimmend gezeigt haben. 
durch Toluol girungsunfahig. Da Versuche ohne Antiseptikum 
bei der langen erforderlichen Girdauer kaum als beweiskriiftiz 
angesehen werden kénnen, so bleiben uns zur Erzielung ent- 
scheidender Versuche nur die beiden Méglichkeiten, entweder 
mit den besonders resistenten Stimmen von Virtanen unsere 
Versuche zu wiederholen oder zu einem leichter dosier- 
baren Antiseptikum iiberzugehen. An Hefe sind hier yon 
V. Sandberg und von Brunius experimentell die Phenol- 
konzentrationen festgestellt worden, welche das Wachstui 
unterdriicken ohne die Girung wesentlich zu_ beeinflussen 
immerhin wiirde die Anwendung von Phenol im vorliegenden 
Falle eine besondere Untersuchung iiber die Giftigkeitsgrenzen 
voraussetzen. 

Wahrend wir an unseren Versuchen noch nicht haben 
entscheiden kénnen, ob unsere ausgewaschenen Milchsiiure- 
bakterien durch Insulin zur Girung aktiviert werden, habeu 
unsere Versuche in zwei anderen Richtungen zu endgiiltige: 
Feststellungen gefiihrt. 

Erstens liefert nimlich das gleiche Milchsiure. 
bakterientrockenpriparat, welches zu obigen Ver- 
suchen gedient hat, einen bei 90° hergestellten 
Wasserextrakt, welcher ausgewaschene Trockenhefe 
zur Giarung aktiviert. 

Dieser Nachweis ist fiir uns in zweifacher Hinsicht wesent- 
lich: 1. Unterschiede, welche man zwischen der Hefen-(o- 
Zymase und der Milchsiurebakterien-Co-Zymase gezeigt zu 
haben glaubte, kénnen nicht darauf beruhen, daB die Co-Zymase 
der Hefe in der Regel bei 90—100° diejenige der Milchsiure- 
bakterien meist be1 20—40° gewonnen wurde. Auch die bei 
90° extrahierten Milchsiurebakterien liefern einen Extrakt, 
welcher Apozymase in gewdhnlicher Weise zur Giirung ver- 
anlaBt. Wir teilen zunichst einen Versuch mit: 

1 g Trockenpraparat von Thermobacterium Helveticum 
(= B. casei «) und zwar das gleiche Priiparat, welches zu den 
Versuchen 8.150 verwendet worden war, wurde in einer Reib- 
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schale 5 Minuten mit 7 ccm Wasser von $0° verrieben, dann 
auf Zimmertemperatur abgekiihlt und zentrifugiert. Zu der 
Lisung, die etwa 3,5 ccm betrug, wurden noch 2 ccm Wasser 
zugefiigt. Extrakt I. 

Die abzentrifugierte Bakterienmasse wurde mit Wasser 
autgekocht; die Suspension wurde wieder zentrifugiert; dabei 
wurden 5,5 cem Lésung erhalten: Extrakt II. 

Mit den beiden Extrakten und mit einer Loésung von 
Hefen-Co-Zymase (hergestellt aus 2 g Trockenhefe H + 10 ccm 
Wasser von 100° und Filtration) wurden an ausgewaschener 
Trockenhefe Mikrogirungsversuche angestellt. Dieselben be- 
ziehen sich wie immer aut 0,2 g ausgewaschene ‘T'rockenhefe 
in 2 cem phosphathaltigem Totalvolumen (Arbeitsmethode nach 
Myrback). Je lecm Extrakt bzw. Co-Zymaseliésung zu- 
cesetzt. 





hates Extrakt I Extrakt II a Wasser 
90° 100° . 2 Versuche 

0 0,2 0,2 0,05 0,05 0,4 0,4 0,0 

30 26 2,8 1,1 1,1 6,9 7,25 0,0 

60 4,1 4,4 3. 3,55 8,9 9.1 0,0 

90 4,9 5,2 23 5,4 10,6 10,8 0,0 
120 5,6 5,8 6,2 6,5 12.3 12.3 0,0 
150 6,2 6,5 7,05 7,25 13,45 13,25 0,0 
180 6,7 6,9 7,65 7.85 14.2 14,0 0.0 














Zweitens aber ist der Nachweis, daB unser Bakterien- 
praparat wirksame Co-Zymase in reichlicher Menge enthielt, 
wichtig in Verbindung mit den jetzt mitzuteilenden Versuchen 
liber die Insulinwirkungen am Extrakt des gleichen Priiparates 
(vel. S. 159). 

Der Versuch mit Miusen 8.150 und der Mikrogirungs- 
versuch zeigen, daB die Unterschiede, welche zwischen den Ex- 
trakten an Hefen und an Milchsiurebakterien von Virtanen 
beobachtet wurden, nicht auf die verschiedene Herstellungs- 
temperatur und damit nicht auf Verschiedenheiten im Gehalt 
an einem thermolabilen Hemmungskorper zuriickgefiihrt werden 
kdnnen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLY. 10 
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Experimentelles tiber event. Insulinwirkungen. 


Versuche mit weifen Mausen. 


Extrakt Nr.1 aus Milchsaiurebakterien. (Thermobact. 
Helv.) 27/28. I. 1926. 


Der Extrakt wurde nach der Bereitung abgekihlt und 
kam am Tag nach der Darstellung zur Untersuchung. Die als 
Versuchstiere verwendeten weifen Miuse, denen der Extrakt 
injiziert wurde, wogen zwischen 13 und 20 g. 

Die Injektion geschah mit den folgenden Verdiinnunge: 
des Extraktes (Verdiinnung mit physiol. Kochsalzlésung). 





Verdiinnung | cem ccnmeel Verdiinnung | ecm am 
Versuchstiere Versuchstiere 
Unverdiinnt | 0,6 1 Rs 6S 0,1 2 
- 0,3 2 1: 25 | 0, 2 
0.1 2 1:125 0,1 9 
1:625 | 01 2 














An keinem der Tiere wurde wahrend der auf die Injektion 
folgenden 90 Minuten irgendein Zeichen von allgemeiner 
Wirkung beobachtet. Die Tiere hatten vorher 12 Stunden ge- 
hungert und wurden nach der Injektion bei etwa 388° im 
Thermostaten gehalten. 

Gleichzeitig wurde Insulin Lilly in 5 Tiere eingespritz’ 
und zwar mit folgendem Resultat (je 1 Versuchstier): 








Injizierte Effekt 
Kaninchen-Einh. 


Nach 30 Min. etwas paretisch 





oo Ohne Wirkung 

an Nach 20 Min. Krampf, spiiter ex. letalis 

om Nach 25 Min. Krampf, erholt sich nach subkutaner 
Glukose-Injektion 

1/195 Nach 25 Min. Krampf, erholt sich wie oben 


Dem Extrakt kann also eine Insulin-Wirkung nicht zu 
veschrieben werden. 
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Extrakt Nr. 2 aus Milchsiurebakterien. (Thermo- 
bacterium Helveticum). 24. II. 1926. 
Eingespritzte Mengen (je 2 Tiere): 

a) Unverdiinnt 0,6 cem, 0,3 cem, 0,1 cem, 


} vo apdii cre 1/ 1 1/ 1/ 1 
b) je 0,1 cem der Verdiinnungen ?/,, 1/,, 4/5;, 1/3, 


1/ 1/ 
/ 243) 17299 {2187° 


Bei den gréBeren Mengen des unverdiinnten Extraktes 
machte sich in der zweiten halben Stunde allmahblich eine ge- 
wisse Wirkung, bestehend in verminderter Vitalitiit und in 
Schlappheit bemerkbar; diese Wirkung hielt ein paar Stun- 
den an. 

Bei den Versuchen mit 0,1 ccm unverdiinnt und mit den 
Verdiinnungen blieben die Tiere ganz unbeeinfluBt. Da hieran 
miglicherweise eine kontrire Wirkung beteiligt sein konnte, wurde 
gleichzeitig Extrakt und Insulin eingespritzt. Von 8 Tieren, 
welche Injektionen von ?/,,, Leo-Kinheiten des Insulins Leo 
erhielten, zeigten 5 Krampfe binnen 12-20 Min., bei einem Tier 
traten Krampte etwas spiater auf, die iibrigen zeigten eine geringe 
Beeinflussung. Von 8 mit der gleichen Insulingabe injizierten 
Tieren, welche gleichzeitig 0,2—0,5 ccm des Extraktes 
erhielten, zeigten 4 Konvulsionen innerhalb der gewéhnlichen 
Zeit und 8 eine ausgesprochene Krampftendenz, welche Sym- 
ptome durch Injektion von Glucoselésung aufgehoben wurden; 
der Extrakt kann somit nicht die Fihigkeit haben, eine 
event. vorhandene Insulinwirkung zu verdecken. 


Extrakt Nr.3 aus Milchséurebakterium. (Thermo- 
bacterium Helveticum). 11. Ill. 1926. 


Der Extrakt(siehe 8. 142, 3. Versuch) war bei 40° hergestellt 
aus 8,7 g Bakterien-Trockensubstanz + 50 ccm Wasser. Acidi- 
tat p,, = 4. 

Nachdem der Extrakt einige Stunden gestanden hatte, fiel 
ein Niederschlag aus, weshalb die Bakteriensuspension (a) und 
die beinahe klare Fliissigkeit (b) einzeln getrennt injiziert 
wurden. 

Die verwendeten weiben Miuse von 15—30 g Gewicht 
hatten 8 Stunden vor der Injektion gehungert. 
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Blutzucker 


Allg. Wirkung 
; ; Hagedorn-Jensen) 
— a der Injektion evn - ane 
njektion [ccm za Nr. sie Zeit | Blut- |, ¥ 
Injektion cem Subst. 
b 0,5{ 4 | I] Wenigvermind.| 1Std. | 0,05 | 0,182 
Vitalitat. Sonst | 
kein Effekt | 
Il dgl. 1Sta. § 0,05 | 0,186 
Iil dgl. 25 Min. | 0,05 | 0,180 
| 0,192 
a 0,5] 6 I dgl. 1 Std. 0,03 | 0,166 
- 0,025 | 0,158 
If dgl. 1Std. 0,05 | 0,190 
® 0,05 | 0,210 
Ill dgl. 25 Min. 0,05 | 0,172 
0,1 | 0,166 
IV dgl. 50 Min. | 0,05 = 0,162 
b oa: 2 I] Kein Effekt 1Std. 0,045 0,156 
a 0,2 2 I dgl. 1Std. | 0,05 | 0,138 
a verd.1:3 0,2; 2 dgl. | 
s ~ 12h 0,2 2 dgl. | 
a 1:81 0,2} 2 dgl. | 
a » it) 7 OR) 3 dgl. 
a 1:6561] 0,2} 2 dgl. 

















Die Blutzuckerbestimmungen sind nach Hagedorn. 
Jensen ausgefiihrt worden. Das Blut wurde durch Pipettierung 
erhalten und zwar teils mit einer gewohnlichen trockenen Pi- 
pette und teils nach Ausspiilung mit einer Oxalatlésung. Um 
die erforderliche Blutmenge zu erhalten, muBten die Tiere 
getétet, das Herz bloBgelegt und aufgeschnitten werden, wo- 
nach das im Pleura ergossene Blut aufgesogen wurde. Die 
Oxalatlésung, welche bei einzelnen Proben zum Ausspiilen de: 
Pipetten verwendet wurde, um die Koagulation zu verhindern, 
wirkt auf die bei den folgenden Bestimmungen erhaltenen Werte 
nicht ein, wie aus den Versuchen sich ergibt. Bei der Pipettierung 
von 0,1 ccm mit trockener Pipette wurde in einer Blutprobe 
0,102, 0,103°/, und bei Anwendung einer mit Lithium-Oxalat- 
lésung ausgespiilten Pipette 0,102 und 0,105°/, reduzierende 
Substanz gefunden. Mit dieser Methodik wurden die folgenden 
normalen Blutzuckerwerte an den Versuchstieren erhalten. 
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Vers.- | Blutmenge °/, red. Vers.- | Blutmenge 9/, red. 
Tier ecm Subst. Tier eem Substanz 
0,1 0,13: 3 0,1 0,130 
0,1 0,128 
2 0,05 0,142 4 0,05 0,122 
0,05 0,146 
0,10 0,158 























Nach der Insulineinspritzung zeigten sich auBer den typischen 
Konvulsionen folgende Blutzuckerwerte an zwei Versuchstieren. 





Injiz. Insulin- } Min. bis Eintritt 


Ny Blutzucker 
ve Einheiten des Krampfes cem Blut °/, red. Substanz 
i | 1/,.. Leo-Einh. 10 0,1 0,035 
(Insulin Leo) 0,05 0,028 
2 ‘ 1b 0,05 0,030 
0,036 











Nach diesen Versuchen wurden gleichzeitig in 3 Versuchs- 
tiere 1/,,, Leo-Kinheiten Insulin und 0,5 ccm des Wasser- 
extraktes eingespritzt. Nach 20 Minuten trat eine starke all- 
gemeine Wirkung ein mit deutlichen Hypoglykimie-Symptomen, 
ohne daB jedoch Konvulsionen von gréBerer Starke eintraten. 
Die Blutzuckerwerte, welche durch Einzelbestimmungen an je 
0.05 ccm Blut erhalten wurden, ergaben: 

0,080° ,,, 0,072° 


» bzw. 


0,068 °/, 

Aus den Versuchen ergibt sich somit, daB wiBriger Extrakt 
von Bac. casei ¢«, wenn er unter solchen Bedingungen bereitet 
wird, daB eventuell von den Bakterien produziertes Insulin in 
demselben sich vorfinden kann, wie bei Virtanens Kaninchen- 
versuch auch auf Mause eine miBige Blutzucker steigernde 
Wirkung ausiibt, welche in gewissem Grad dem Effekt einer 
gleichzeitig vorgenommenen Insulininjektion entgegenwirken 
kann, ohne sie jedoch verdecken zu kénnen. 

Insulin in aktiver Form findet sich dagegen nicht im 
ixtrakt, wenigstens nicht in gréBerer Konzentration als 
0,00002 pro Mille, wenn eine 2 kg-Kanincheneinheit Insulin 
= 0,01 Milligramm gesetzt wird. ?) 


1) J.J. Abel, Crystalline insulin, Proc. National Acad. Sciences 
Bd. 12, Nr. 2, 132, Febr. 1926. 
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Als Vorversuch zu einer eingehenderen Untersuchuny 
iiber die Thermostabilitit des Pankreas—Insulins wurde Iletin. 
dessen Wirksamkeit kontrolliert worden war, bei 75° 30 Mi- 
nuten bei der Alkalinitiét 0,05 n-NaOH gehalten. Hierau: 
wurde abgekiihlt und neutralisiert. 

1cem = 20” units” = etwa 6,6 Kanincheneinheiten = 3300 Miius 

Einheiten von je 1/5), K. E. 

Subkutane Injektion in Mausen, die 12 Stunden gehunger' 

hatten. Parallelversuche mit je 2 Miiusen. 








Volumen cem Reaktion 
0,05 Keine 
0,1 Andeutung einer toxischen Einwirkung; keine Steige 
gerung der Reflexreizbarkeit 
0,2 Keine 
0,4 Nach 20 Minuten deutliche Mattigkeit mit geringe: 
Krampftendenz. Der Zustand unter den daraut 
folgenden Stunden unverindert. Injektion von 
Glucose rief eine geringe Verbesserung hervor 
Keine deutliche Insulin-Intoxikation. Salzwirkung | 


Milchsaurebakterientrockenpriparat 
bei 90° extrahiert. 


a) 1g Trockenpriparat von Thermobacterium Helveticuw: 
extrahiert (vgl. S. 144 u. 145) mit 7ccm Wasser bei 90° wihrend 
5 Minuten. Abzentrifugiert, Zusatz von 2 com Wasser zur er- 
haltenen Lésung. Extrakt I. 


b) Das Zentrifugat von a) auf 100° erhitzt. Extrakt I1. 


Mit den Milchsiurebakterienextrakten, welche also bei 90’ 
und 100° hergestellt wurden, wie im allgemeinen Hefe-('o- 
Zymaselésungen oder Muskel-Co-Zymaselésungen, wurden die 
gleichen geringen Wirkungen an Miusen erhalten, wie mit de): 
bei Zimmertemperatur oder 40° hergestellten Extrakten (S. 147. 
Kine Blutzuckersteigerung nach den gréBeren Dosen tritt un- 
zweifelhaft ein, bei den kleineren Dosen zeigt sich aber kein, 
oder héchstens ein geringer Effekt. 

Wir finden, daB ein Co-Zymase-haltiger Wasserextrakt 
von Milchsiurebakterien in Kaninchen injiziert Erhéhung des 
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, ae Blutzucker 
Subcutan injiziert Allge- 
: (Hagedorn-Jensen) 
Extrakt mein- |—— | - 
Anzahl . Reaktion | Min.nach) Blut- | °/, reduz. 
“<I | Miuse a d. Injekt.'menge| Subst. 
I 0,5 ee) Nach 20 30 | 0,05 0,172 
Min. be- | 
ginnende 
geringe | 
II | Mattigk.| — — 
0,05 Q,128 
o | Ki. 
m9 . ” 0,05 0,136 
0,05 0,126 
_ = 400,095,128 
I] 0.5 2 I Gering 30 0,05 0,142 
I] és 30 0,05 0.174 
| 0,3 2 I m= 60 0,1 0.110 








Blutzuckerspiegels hervorruft. Diesen Befund deutet Virtanen!) 
und mit ihm Brugsch?) als einen Analogiefall zu der Blut- 
zuckererhéhung, die eintritt, wenn Insulin gleichzeitig mit Ca- 
und F-Jonen in erheblicher Menge eingespritzt wird, und 
Virtanen folgert hieraus eine nahe Zusammengehorigkeit 
zwischen Insulin und ('o-Zymase, eine Verwandtschaft, welche 
so groB angenommen wird, daB die Verschiedenheit zwischen 
den beiden aktiven Faktoren nur in den anhaftenden Begleit- 
stoffen legen soll. 

DaB die Wirkung des Insulins durch Verschiebung der 
K- und Ca-lonen der normalen physiologischen Wirkung kontriir 
werden kann, ist durch die Arbeiten von Zondek und E. hylin 
gezeigt worden. 

Daraus folgt aber keineswegs, dai andere blutzucker- 
steigernde Substanzen dem Insulin chemisch nahestehen. 

Dies geht schon klar aus der Anzahl der blutzucker- 
steigernden Substanz heryor. Mec Guigan och Ross?) zeigen, 
da8 Peptoninjektion eine bedeutende Steigerung des Blutzucker- 

'! Virtanen u. Karstrém, Chem. Ber. Bad. 59, S. 45 (1926). 


*) Brugsch u. Horsters, Med. Klin. Nr. 3 (1926). 
9) Me Guigan u. Ross, Jl. of Biol. Chem. Bd. 30, S. 177 (1917) 


i 
aed | i: 
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spiegels beim Kaninchen hervorrufen kann. Spiiter sind iil) 
liche Wirkungen an Polypeptiden, Dipeptiden und selbst »« 
einfachen Aminosduren gefunden worden, einige bei subkutane: 
andere bei intravendser Injektion. 

Bei Untersuchungen von Folke Nord!) u. a. hat. sic! 
diese Wirkung der Aminosiuren so gro& erwiesen, dab sie di 
jenige des Insulins vollstandig neutralisieren kann. 

Besonders wirksam sind in dieser Hinsicht Pepton w 
natives Serum (Diphtheriserum). 

In der ersten Zeit der Insulindarstellung verursachte d) 


von Fischer?) nachgewiesene blutzuckersteigernde albumos. 
artige Verbindung groBe Schwierigkeiten. Die hierhergehérend« 


Stoffe diirften indessen keinen anderen Zusammenhang mit den 


Insulin besitzen, als daB sie in héherem Grad als das Insuli: 
eine erhéhte Adrenalinabscheidung hervorrufen und also zucker- 


mobilisierend wirken. 


DaB Virtanen eine blutzuckersteigernde Wirkung de: 


Wasserextraktes von Bakterien erhilt, welche die wasse 


léslichen Stoffwechsel- und Zersetzungsprodukte derselben ent- 
halten, ist somit natiirlich, Um ,eine Wirkung der Co-Zymas: 
auf den Blutzucker“ kann es sich dabei aber kaum handeln. 
Hine entsprechende Insulinwirkung zeigte sein Extrakt auch nicht. 


Zusammenfassung. 


Wir wollen nun die T'atsachen zusammenfassen, welche 
uns zur Beurteilung der Frage: ,,Ist die (‘o-Zymase der Milch- 
siurebakterien als Insulin anzusehen?* zur Verfiigung stehen. 

1. Extrakt aus Milchsiurebakterien, sei er bei Zimmer- 
temperatur, bei 40°, bei 90° oder 100° hergestellt, wirkt au! 


Apozymase wie Hefen-Co-Zymase. 


2. Pankreasinsulin ist nicht imstande, die Co-Zymase 
im Zymasesystem zu ersetzen; Insulin ist also sicher nicht 


identisch mit Hefe-Co-Zymase. 


3. Hefen-Co-Zymase iibt nicht die typische Insulinwirkung 


auf Kaninchen oder Miuse aus. 


1) F. Nord, C. r. Soc. biol. Bd. 93, S. 1183 (1925). 
2) N. F. Fischer, Am. Jl. of Physiol. Bd. 67, S. 57 (1923/24). 
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4. Auch der wiBrige Extrakt von Milchsiurebakterien, sei 
er bei Zimmertemperatur, bei 90° oder 100° gewonnen, welcher 
Apozymase kriaftig aktiviert, iibt auf Miuse keine solchen Wir- 
kungen aus, welche fir Pankreasinsulin typisch sind. 

Diesen 4 l'atsachen gegeniiber steht die Beobachtung von 
Virtanen, dab es ihm gelungen ist, an ausgewaschenen Milch- 
siurebakterien durch Pankreasinsulin Milchsiuregirung hervor- 
zurufen. Selbst besitzen wir itiber diesen Punkt noch keine 
Krfahrungen. 

Bis dieser letztere Punkt geklart ist, mag es dem Leser 
iiberlassen bleiben zu entscheiden, ob der letztere Befund, 
welcher mit den vier erstgenannten in gewisser Gegensiitzlichkeit 
steht, eine geniigende Grundlage fiir die Behauptung bietet, 
daB die Wirkung des Insulins die der ('0-Zymase ist. 


Anhang. 


Wir haben uns im vorausgehenden im AnschluB an unsere 
eigenen Erfahrungen aut die Besprechung der drei Stofte: 

Hefen-(o-Zymase, Milchsiurebakterien-(o-Zymase und 
Pankreasinsuiin beschrinkt, und absichtlich die Stellung, 
welche Insulin als (o-Zymase im Blut einnehmen koénnte, nicht 
beriihrt. Wir werden diese Frage im AnschluB an eigene Ver- 
suche iiber Co-Zymase im Blut!) besprechen, und dann Gelegen- 
heit haben, auf die Arbeiten von Virtanen sowie von Brugsch 
und Horsters einzugehen. 

Nur folgende Bemerkung moége schon hier Platz finden, 
damit nicht in der an Widerspriichen bereits reichen Literatur 
noch weitere Unklarheiten geschaffen werden. 

Co-Zymase ist die verkiirzte, nunmehr ziemlich allgemein 
angenommene?) Bezeichnung fiir den vom Entdecker A.Harden 
vorgeschlagenen Namen .,Uo-Knzym der alkoholischen Girung“. 


') Vgl. hierzu Euler u. Myrbiick, Chem. d. Zelle u. Gewebe, Bd. 
12, S$. 57 (1924). — Auf die Tatsache, da8 Blut auf ausgewaschene 
Troeckenhefe (Apozymase) Co Zymasewirkung ausiibt, ist bisher noch 
nicht aufmerksam gemacht worden. 

*) Neuberg und Oppenheimer, Biochem. Zs. Bd. 166, 3S. 450 
1925). 
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Die Co-Zymase wird charakterisiert durch ihre Wirkung au! 
ausgewaschene Trockenhefe (Apozymase) nach dem Ausdruck ' 
A Co = om ©O2/Stunde 

g Co-Zymasepriparat 

Wie durch die Versuche von Myrbick gezeigt ist, liegt 
die aktivierende Wirkung der Co-Zymase in dem Teil de: 
Garungsspaltung, welcher mit der Phosphorylierung endet, uni 
man kénnte deswegen, wie an anderer Stelle bereits betont, 
an die Bezeichnung Co-Phosphatese denken. Indessen scheinen 
uns zu einer endgiiltigen Festlegung einer eindeutigen Nomen- 
klatur die Verhialtnisse hinsichtlich der einleitenden Girungs- 
reaktion noch nicht klar genug. 

Da in der Enzymchemie bereits ein Stadium erreicht ist. 
in welchem fiir die einzelnen Komponenten eines Enzymsysteme: 
exakte Definitionen gefordert werden, so erscheint es wiinschens- 
wert, da man sich auch in anderen Gebieten, welche mit dei 
gleichen Stoffen arbeiten, dieser Forderung anschlieBt. 

Der Satz von Brugsch und Horsters 


,daB sowohl in vivo wie in vitro das Insulin das thermo- 
stabile Co-Enzym der Phosphatese ist, d.h. der Aktivator 
oder die Kinase der thermolabilen Phosphatese“ 


erregt auch in Hinsicht auf eine konsequente Nomenklatur 
Bedenken. | 

In einer neueren Mitteilung schreiben Brugsch und | 
Horsters: ,,Damit haben wir zuerst den Beweis erbracht, dal 
das Insulin ein synthetisches Prinzip darstellt und seiner Natur 
nach zu den Cofermenten gehért.“ Sie setzen fort: ,,Be- 
deutungsvoll ist weiter der von Virtanen erhobene Befund, dai} _ 
das Insulin imstande ist, Milchsiurebazillen (Bacterium casei «,, 
die unter Bildung von Hexosephosphat Zucker zu Milchsiure 
vergiren, wenn sie von ihrem Coferment befreit worden sind. 
wieder zu aktivieren. Es hat sich bei diesen Milchsiurebildnern 
mithin das Insulin als vollwertiges Coferment wie im tierische1 
Organismus erwiesen.“ 


1) Euler u. Signe Karlsson, Diese Zs. Bd. 123, S. 93 (1922). — 
Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 136, S. 107 (1924). 
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Brugsch und Horsters stellen sich hier beziiglich der 
Milchséurebakterien-Co-Zymase vollstiindig auf den Standpunkt 
Virtanens, und stiitzen sich auf diese Versuche auch bei der 
Beurteilung der Rolle des Insulins im Blut; hinsichtlich der 
Frage nach der Wirkung des Insulins im Blut scheinen sie 
in die Auffassung von Virtanen: ,,Insulin ist als Co-Zymase 
des Blutes zu betrachten“ einzustimmen.?) 

Wenn wir uns auch mit dieser Formulierung nicht ganz 
einverstanden erklaren kénnen, so entspricht es doch durch- 
aus unserer Auffassung, daB die Beziehungen zwischen den 
Co-Enzymen, Hormonen und Vitaminen der Hefe und Bak- 
terlen einerseits und des Muskels und Blutes?) andererseits, be- 
sonders die Beziehungen des Insulins zum Milchsiiure-Umsatz 
in Bakterien und Muskel weitere eingehende Untersuchung ver- 
dienen. °) 


1) In einer vorhergehenden Mitteilung [ Biochem. Zs. Bd. 158, S. 144 
(1925)] kommen brugseh, Horsters und Vorschiitz zum Schlub, 
.daB das Insulin den Aufbauvorgang des Zuckers ans Milchsiiure be- 
wirkt hat, unter Bildung eines phosphorylierten Zuckers, ohne daB eine 
Steigerung der Atmung der Muskulatur stattgefunden hat.“ 

*) Versuch: 2 Liter Kuhblut wurden mit 20 Liter phys. Koch- 
salzlésung versetzt. Die Blutkérperchen wurden abzentrifugiert, in 10 Liter 
phys. Kochsalzlésung aufgeschlemmt und wieder abzentrifugiert. Volumen 
der Blutkérperchen 950 eem. 





900 cem Blutkérperchen wurden aufgekocht, wobei Koagulation 
eintrat. 500 ecem Wasser wurden zugesetzt, dann wurde einige Minuten 
bis 80° erwiirmt und schlieBlich filtriert. Das Feste wurde nochmals 
mit 500 eem Wasser bei 80° behandelt. Die vereinigten Filtrate wurden 
aufgekocht und filtriert und dann im Vakuum bei 60° zu 43 cem ein- 
geengt. 

Das Priparat zeigte keine Insulinwirkungen. 

’) In diesem Zusammenhang mag noch mitgeteilt werden, daB eine 
Mischung von Insulin + Adrenalin die Glucosovergirung durch aus- 
gewaschene Troeckenhefe nicht beschleunigt. 

Versuch: 0,16 g Insulin ,,Sal‘‘ = etwa 500 Kanincheneinheiten. 
Angew. Suprareninlésung (Héchst) 1:1000 in ster. physiol. Kochsalz- 


lisung. Hefensuspension: 1 cem Suspension (entspr. 2g nichtausge- 
waschene Trockenhefe H) in 5 cem 10-proe. Phosphatpufferlésung. Mikro- 
girmethode. Nach 4 Stunden keine tiber die Parallelversuche hinaus- 
eehende CO,-Entwicklung. 
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Erwiderung auf die Bemerkung von R. Weiss zu meiner 
Arbeit ,,Die hornlésende Wirkung der Schwefelalkalien” 


Von 


Paul Pulewka. 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Konigsberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, April 192b.) 


Richard Weiss hat, wie er (diese Zs. Bd. 153, 1926) ausfiihrt 
fiir die keratolytische Wirkung der Metailsulfide friiher eine &hnliche 
Erklarung gegeben, wie ich sie vor kurzem [diese Zs. Bd. 146, 5. 130, 
(1925)| aufgestellt habe. Seine Notiz war mir bei der Abfassung meine: 
Arbeit unbekannt. 

Ich riiume Herrn Weiss gern ein, dab er — wie wohl manche 
andere schon vor mir an einen Zusammenhang zwischen der Keratolyse 
und den Sulthydrationen gedacht hat. Etwas besonders wertvolles kan: 
ich weder in der Idee, noch in dem einzigen — offenbar nicht einma! 
quantitativen — Versuch von Weiss erblicken, zumal ich bei der Prii 
fung der keratolytischen Wirkung des Calciumsulfids und bei Versuchen 
itber den EinfluB des Schwefelwasserstotis auf die Sulfiakeratolyse z: 
entgegengesetzten Ergebnissen gekommen bin wie der Wiener Autor. 





